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RESUMEN

La transicion endotelio-mesénquima (EndMT) es un proceso biolégico en el que las células
endoteliales (CEs) se transdiferencian a células mesenquimales y se asocia con diversas
condiciones patolégicas, como la aterosclerosis. La EndMT puede inducirse por diversas
citocinas proinflamatorias, entre las que se incluye el factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa,
del inglés tumor necrosis factor-alpha), a través de la via del factor de transcripcion nuclear-
kB (NF-xB, del inglés nuclear factor xB) y de otras vias atipicas de sefializacion, como Akt y
MAPKSs (Erk1/2 y p38). La proteina fosfatasa de tirosina-1B (PTP1B, del inglés protein tyrosine
phosphatase-1B) regula diversas vias de sefializacion asociadas con inflamacion y se ha
asociado con disfuncion endotelial. Sin embargo, la participacion de PTP1B en la EndMT
inducida por inflamacion no se ha definido con precision. En el presente trabajo,
caracterizamos la participacion de PTP1B en la EndMT inducida por inflamacién. Para
nuestros experimentos, empleamos una linea celular inmortalizada endotelial humana de aorta
(HAECs, del inglés human aortic endothelial cells). Evaluamos los cambios en la expresion de
marcadores de EndMT y de PTP1B, asi como la activacion de NF-kB y vias atipicas de
sefializacion por Western blot e inmunofluorescencia. Caracterizamos la migracién celular en
ensayos de cierre de herida. Las HAECs se sometieron a EndMT después del estimulo
inflamatorio con TNFa, determinada por el cambio en la expresion de marcadores de EndMT,
cambios morfolégicos compatibles con el fenotipo mesenquimal y un incremento en la
migracion celular. De manera concomitante a la EndMT, PTP1B aument6 sus niveles de
expresion. TNFa indujo la activacion de NF-kB y otras vias atipicas de manera temprana

durante la EndMT. La EndMT y la expresion de PTP1B inducidas por TNFa disminuyeron en
9



presencia de BMS-345541, un inhibidor de NF-xB. El silenciamiento de PTP1B redujo a su
vez la EndMT inducida por TNFa, con escaso efecto sobre la activacion de sus vias atipicas.
En conclusion, PTP1B participa en la EndMT inducida por inflamacion a traves de la activacion
de NF-xB. Nuestros hallazgos contribuyen a la caracterizacion de PTP1B en la disfuncion
endotelial. La participacion de PTP1B en la EndMT inducida por inflamacion refuerza su
planteamiento como un posible blanco terapéutico para la aterosclerosis y otras condiciones

patolégicas en donde esta implicada la EndMT.
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LISTADE ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

AEBSF Clorhidrato de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo (del inglés
4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride)

ALK Cinasa similar a receptores de activina (del inglés activin receptor-like
kinase)

ARF6 GTPasa factor de ribosilacion de ADP-6 (del inglés ADP ribosylation
factor-6)

BAFF-R Receptor del factor activador de células B (del inglés B cell activating
factor receptor)

BCA Acido bicinconinico (del inglés bicinchoninic acid)

bHLH Hélice-bucle-hélice basica (del inglés basic helix-loop-helix),

BMP Proteina morfogenética 6sea (del inglés bone morphogenetic protein)

BSA Albumina de suero bovino (del inglés bovine serum albumin)

c-IAP1/2 Inhibidores celulares de apoptosis-1 y 2 (del inglés cellular inhibitors
of apoptosis-1/2)

CAV-1 Caveolina-1

CBA Proteina de unién a CREB (del inglés CREB-binding protein)

CEs Células endoteliales

CRD Dominios homologos ricos en cisteina (del inglés homologous
cysteine-rich domains)
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c-Src Proto-oncogen proteina-tirosina cinasa (del inglés proto-oncogene
tyrosine-protein kinase)

DMSO Dimetilsulfoxido

DTT Ditiotreitol

DUSPs Proteinas fosfatasas de especificidad dual (del inglés dual-specificity
phosphatases)

DUB Deubicuitinasa

EGF Factor de crecimiento epidérmico (del inglés epidermic growth factor)

Ell Enfermedad inflamatoria intestinal

EMT Transicion epitelio-mesénquima (del inglés epithelial to mesenchymal
transition)

EndMT Transicion endotelio-mesénquima (del inglés endothelial to
mesenchymal transition)

eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial (del inglés endotelial nitric oxide
synthase)

ES Esclerosis sistémica

ER Reticulo endoplasmico (del inglés endoplasmic reticulum)

Erk1/2 Cinasas reguladas por sefiales extracelulares-1 y 2 (del inglés
extracelular signal-regulated kinases-1/2)

ET-1 Endotelina-1 (del inglés endothelin-1)

FGF2 Factor de crecimiento de fibroblastos-2 (del inglés fibroblasts growth
factor-2)

Fnl4 Factor inducible por el FGF-14 (del inglés FGF-inducible 14)
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GAPs Proteinas activadoras de GTPasas (del inglés GTPase-activating
proteins)

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (del inglés glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase)

GRB2 Proteina-2 unida al receptor del factor de crecimiento (del inglés
growth factor receptor-bound protein-2)

GSK3p Glucogeno sintasa cinasa-3 beta (del inglés glycogen synthase
kinase-3 beta)

HAECs Células endoteliales aorticas humanas (del inglés human aortic
endothelial cells)

HGMA2 Proteina-A2 del grupo de alta movilidad (del inglés high mobility group
protein-A2)

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular-1 (del inglés intercellular adhesion
molecule-1)

ID Inhibidor de la unién al DNA (del inglés inhibitor of DNA-binding)

IGF-1 Factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (del inglés insulin growth
factor-1)

IKK Complejo de cinasas IkB (del inglés |xB kinase complex)

IL-1B Interleucina-1 beta

IL-6 Interleucina-6

IL-10 Interleucina-10

IR Receptor de insulina (del inglés insulin receptor)
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IRS-1

Sustrato del receptor de insulina-1 (del inglés insulin receptor

substrate-1)

IxB Inhibidor del factor de transcripcion nuclear-xB (del inglés nuclear
factor-xB inhibitor)

JAK2 Janus cinasa-2 (del inglés Janus kinase-2)

JNK Cinasa N-terminal c-Jun (del inglés c-Jun N-terminal kinase)

MAP2Ks/MAPKKs | MAPK cinasas (del inglés MAPK kinases)

MAP3Ks/MAPKKKs | MAPKK cinasas (del inglés MAPKK kinases)

MAPKs Cinasas activadas por mitdgenos (del inglés mitogen-activated protein
kinases)

MSK1/2 Cinasas activadas por mitdgenos y estrés-1 y 2 (del inglés mitogen-
and stress-activated protein kinase-1/2)

mTOR Diana de rapamicina en células de mamifero (del inglés mammalian
target of rapamycin)

NEMO Modulador esencial de NF-xB (del inglés NF-xB essential modulator).

NF-xB Factor de transcripcién nuclear-kB (del inglés nuclear factor xB)

NIK Cinasa inductora de NF-kB (del inglés NF-xB inducing kinase)

NLRP12 Proteina-12 que contiene dominios NACHT, LRR y PYD (del inglés
NACHT, LRR and PYD domain-containing protein-12)

NO Oxido nitrico (del inglés nitric oxide)

LEG Lupus eritematoso generalizado

LTBR Receptor de linfotoxina-beta (del inglés lymphotoxin-beta receptor)
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LUBAC Complejo de ensamblaje de cadenas lineales de ubicuitina (del inglés
linear ubiquitin chain assembly complex)

OTULIN Deubicuitinasa OTU con especificidad lineal (del inglés OTU
deubiquitinase with linear specificity)

P62DOK/Dok1 Proteina de acoplamiento-1 (del inglés docking protein-1, 62kDa)

PBS Solucion salina amortiguada por fosfatos (del inglés phosphate-
buffered saline)

PDK1 Proteina cinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositido (del inglés 3-
phosphoinositide-dependent kinase-1)

PECAM-1 Molécula de adhesioén de células endoteliales y plaquetas-1 (del inglés
platelet endothelial cell adhesion molecule-1)

PERK Cinasa del RE parecida a la proteina cinasa de RNA (del inglés protein
kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase)

PFA Paraformaldehido

PI3K Fosfoinositol 3-cinasa (del inglés phosphoinositide 3-kinase)

PKA Proteina cinasa-A (del inglés protein kinase-A)

PKC Proteina cinasa-C (del inglés protein kinase-C)

PTP1B Proteina fosfatasa de tirosina-1B (del inglés protein tyrosine
phosphatase-1B)

PTPs Proteinas con actividad de fosfatasas de tirosina (del inglés protein
tyrosine phosphatases)

PTPD1 Proteina fosfatasa de tirosina-D1 (del inglés protein tyrosine

phosphatase-D1)
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PTPL1 Proteina fosfatasa de tirosina-L1 (del inglés protein tyrosine
phosphatase-L1)

RANK Receptor activador de NF-«B (del inglés receptor activator of NF-xB)

RIP1 Proteina-1 que interactta con el receptor (del inglés receptor
interacting protein-1)

RIPA Ensayo de radioinmunoprecipitacion (del inglés
radioimmunoprecipitation assay)

SIP1 Proteina que interactia con Smad-1 (del inglés Smad-interacting
protein 1)

SiRNA RNA pequefio de interferencia (del inglés small interfering RNA)

SOCS1 Supresor de sefales de citocinas-1 (del inglés suppressor of cytokine
signaling-1)

SOS Hijo de Sevenless (del inglés son of Sevenless)

STAT3 Transductor de sefial y activador de la transcripcion-3 (del inglés
signal transducer and activator of transcription-3)

STAT6 Transductor de sefial y activador de la transcripcion-6 (del inglés
signal transducer and activator of transcription-6)

TAK1 Cinasa-1 activada por TGFp (del inglés TGF g activated kinase-1)

TACE Enzima convertidora de TNFa (del inglés TNF«a converting enzyme)

TBK1 Cinasa-1 de unién a TANK relacionada con IKK (del inglés TANK-
binding kinase-1)

TC-PTP Proteina fosfatasa de tirosina de células T (del inglés T-cell protein

tyrosine phosphatase)
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TGFpB Factor de crecimiento transformante-beta (del inglés transforming
growth factor-beta)

TGFBR Receptor de TGFp (del inglés TGFf receptor)

TNFa Factor de necrosis tumoral-alfa (del inglés tumor necrosis factor-
alpha)

TNFR Receptor de TNFa (del inglés TNF« receptor)

TRADD Dominio de muerte asociado con el receptor de TNFa (del inglés
TNF« receptor associated death domain)

TRAF Factor asociado al receptor de TNFa (del inglés TNFa receptor-
associated factor)

TWEAK-R Receptor del inductor débil de apoptosis similar al TNFa (del inglés
TNFa-related weak inducer of apoptosis receptor)

TYK2 Tirosina cinasa-2 (del inglés tyrosine kinase-2)

VE-cadherina

Cadherina vascular endotelial (del inglés vascular endothelial-

cadherin)

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial (del inglés vascular
endothelial growth factor)

VH1 H1 del virus vaccinia (del inglés vaccinia virus H1)

wnt Del inglés Wingless

ZEB Homeobox de unién a la E-box con dedos de zinc (del inglés zinc

finger E-box binding homeobox)
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1. Disfuncion endotelial y aterosclerosis.

El endotelio vascular representa un recubrimiento celular continuo del sistema cardiovascular.
Inicialmente, el endotelio vascular fue caracterizado como una interfaz selectiva y
semipermeable que separa los compartimientos vascular e intersticial y regula el transporte
de fluidos y macromoléculas. En las ultimas décadas se le han atribuido diferentes funciones
adicionales, las cuales incluyen funciones metabdlicas, propiedades anticoagulantes y
fibrinoliticas, asi como acciones antiinflamatorias ante agentes nocivos. Al tomar en cuenta
dichas funciones de manera global, entendemos a la disfuncién endotelial como aquel estado
caracterizado por alteraciones en las propiedades vasodilatadoras, antitromboticas y
antiinflamatorias del endotelio vascular. La disfuncion endotelial representa el estadio mas
temprano en la historia natural de la aterosclerosis como resultado de la inflamacion cronica y

el estrés oxidativo (1).

La aterosclerosis es una enfermedad vascular crénica, que representa la causa
subyacente de las enfermedades cardiovasculares y se caracteriza por la inflamacién cronica
de la pared del vaso sanguineo, asi como la formacién de placa de ateroma (2-4). Se han
identificado diversos factores que favorecen la disfuncion endotelial, que incluyen
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, el desbalance de
hormonas sexuales, el estrés oxidativo, citocinas proinflamatorias, agentes infecciosos,
toxinas ambientales y fuerzas hemodinamicas (1). Estos factores resultan deletéreos para la
sintesis de Oxido nitrico (NO, del inglés nitric oxide) y promueven la inflamacion y la
consecuente activacion persistente del endotelio, la cual depende primordialmente del factor
de transcripcion nuclear-kxB (NF-xB, del inglés nuclear factor «B) (5). NF-xB induce la

transcripcion de diversas quimiocinas, moléculas de adhesion y factores protrombdéticos, los
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cuales favorecen a su vez el reclutamiento de células inflamatorias hacia el espacio
subendotelial. Estos eventos favorecen un estado inflamatorio cronico y derivan en la
formacion de la placa de ateroma al promover, entre otros mecanismos, la transicién endotelio-

mesénquima (EndMT, del inglés endothelial-mesenchymal transition) (1-4, 6, 7).

2. Transicidon endotelio-mesénquima (EndMT).

La EndMT es un proceso biologico caracterizado por una transdiferenciacion celular en el cual
las células endoteliales (CEs) pierden sus caracteristicas de endotelio y adquieren
caracteristicas parecidas a miofibroblastos (8, 9). Especificamente, existe una expresion a la
baja de marcadores especificos de endotelio, como la cadherina vascular endotelial (VE-
cadherina, del inglés vascular endothelial-cadherin), la molécula de adhesion de células
endoteliales y plaquetas-1 (PECAM-1, del inglés platelet endothelial cell adhesion molecule 1)
0 CD31 y la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS, del inglés endothelial nitric oxide synthase),
asi como un incremento en la expresion de marcadores mesenquimales, como la N-cadherina
(9-11). Durante la EndMT, las CEs cambian su morfologia normal de “patrén de calle
empedrada” por una morfologia fusiforme. Ademas, adquieren otras caracteristicas similares
a miofibroblastos, como su elevada capacidad migratoria y de sintesis de matriz extracelular.
También se incrementa la permeabilidad vascular, como resultado de la pérdida de las uniones
adherentes intercelulares, cuyos componentes centrales son la VE-cadherina y CD31 (9, 11-

13). (Figura 1).
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Disminucion de marcadores Incremento de marcadores
endoteliales (VE-cadherina, EndMT mesenquimales (N-
CD31 y eNOS) cadherina)

Fenotipo endotelial "' B Fenotipo mesenquimal

/M Capacidad migratoria
N Sintesis de matriz extracellular
1 Permeabilidad vascular

Fig. 1 Transicién endotelio-mesénquima (EndMT). Las células endoteliales (CEs) experimentan EndMT
mediante la disminucién en la expresién de marcadores endoteliales, como VE-cadherina, CD31 y eNOS, asi
como el incremento en la expresion de marcadores mesenquimales, como N-cadherina. Durante este proceso,
existe un cambio en la morfologia tipica de CEs de “patrén de calle empedrada” por una morfologia fusiforme,
asi como un incremento en la capacidad migratoria, la sintesis de matriz extracelular y la permeabilidad vascular,
relacionada con la pérdida de las uniones adherentes intercelulares. CEs = células endoteliales; EndMT =
transicidn endotelio-mesénquima (del inglés endothelial to mesenchymal transition); eNOS = 6xido nitrico sintasa
endotelial (del inglés endotelial nitric oxide synthase); VE-cadherina = cadherina vascular endotelial (del inglés

vascular endothelial-cadherin). Adaptado de Pérez et al, 2017.
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La EndMT fue inicialmente descrita como un proceso fundamental en el desarrollo
embriogénico de las valvulas cardiacas. Durante este proceso, las CEs derivadas del
endocardio se someten a EndMT, la cual esta favorecida por el microambiente local provisto
por el miocardio y su matriz extracelular (14). Al poco tiempo, se relacioné a la EndMT con el
desarrollo embriogénico de la aorta, la arteria pulmonar y otros tejidos vasculares, por la accion
conjunta de diversos mediadores inflamatorios y vias de sefalizacion, que se discutiran mas
adelante (9, 15-17). La EndMT también participa en otros procesos fisioldgicos, como la
cicatrizacion de heridas, la angiogénesis y la regeneracion tisular (18-20); representa una
opcion atractiva en ingenieria tisular dado el potencial de las CEs de diferenciarse en maltiples

tipos de células a partir del fenotipo mesenquimal (18).

2.1 EndMT como mecanismo de disfuncién endotelial asociado con inflamacion.

Aungue la EndMT es parte fundamental en procesos fisiolégicos, en un contexto inadecuado
también puede estar implicada en la fisiopatogenia de diversas enfermedades. Se ha
propuesto a la EndMT como el enlace entre la inflamacion y la disfuncion endotelial (8, 21) y
juega un papel crucial en la aterosclerosis (4, 18, 22) y otras condiciones patolégicas
relacionadas con fibrosis, vasculopatia e inflamaciéon (9, 18). Dichas condiciones incluyen el
cancer (13, 23), la hipertension arterial pulmonar (22, 24), enfermedades profibréticas, como
la esclerosis sistémica (ES) (25, 26), la fibrosis cardiaca (22, 27-29) y la nefropatia diabética
(30, 31), asi como enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso generalizado (LEG)
(32), las vasculitis sistémicas primarias (33, 34), la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (35,

36) y la esclerosis multiple (37-39).

La EndMT es resultado del estimulo constante del endotelio vascular con diversas
citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento. Estos mediadores favorecen la expresiéon
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génica de factores de transcripcion inductores de EndMT, los cuales tienen la funcién de
reprimir la expresion de genes endoteliales y promover la expresion de genes mesenquimales
(10, 29). Entre los principales factores de transcripcion inductores de EndMT se encuentran
Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), homeobox-1 de unién a la E-box con dedos de zinc (ZEB1, del
inglés zinc finger E-box binding homeobox-1), ZEB2/proteina que interactia con Smad-1
(SIP1, del inglés Smad-interacting protein 1) y TWIST1 (29). Snail y Slug comprenden la familia
de los factores de transcripcion Snail (18). Presentan de cuatro a seis dedos de zinc en su
extremo carboxilo-terminal, que reconocen una regién especifica del DNA en la region
promotora de genes, la cual contiene un ndcleo de seis bases nitrogenadas, denominado caja
E (40, 41). ZEB1 y 2 comprenden la familia ZEB, que se distinguen por presentar dos grupos
de dedos de zinc en sus extremos amino y carboxilo-terminal, respectivamente, para
reconocer a la caja E, y se encuentran separados por un homeodominio que interactiia con
otras proteinas que promueven su activacion (40). TWIST1 pertenece a la familia de factores
de transcripcion hélice-bucle-hélice basica (bHLH, del inglés basic helix-loop-helix), que
contienen en su estructura un dominio conformado por una secuencia de aminoacidos basicos
adyacente a dos hélices alfa unidas por un bucle inter-hélice. Las hélices permiten la unién

con otro factor bHLH y formar dimeros que se unen a la caja E (42).

La EndMT se encuentra estrechamente regulada. Por ejemplo, la accion de Snail y
probablemente de otros factores de transcripcion inductores de EndMT, es regulada por
proteinas inhibidoras de la union al DNA (ID, del inglés inhibitor of DNA-binding) (43). Snail
también se regula a través de la glucdégeno sintasa cinasa-3 beta (GSK3p, del inglés glycogen
synthase kinase-3 beta) que, al activarse por desfosforilacion, fosforila a Snail para promover

su ubicuitinacion y degradacion por la via del preoteosoma (44).
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Entre los mediadores inflamatorios relacionados con EndMT, el factor de crecimiento
transformante-beta (TGFf, del inglés transforming growth factor-beta) representa el inductor

de EndMT mejor caracterizado (10, 45-47).

2.2 EndMT inducida por TGFB como prototipo de EndMT.

TGFp constituye una familia de 33 moléculas en mamiferos, que incluyen TGFB1, B2 y B3,
activinas, inhibinas y las proteinas morfogenéticas 6Oseas (BMPs, del inglés bone
morphogenetic proteins) (40, 48). Dichos elementos sefializan a través de dos receptores
transmembranales. La union del receptor tipo Il (TGFBRII, del inglés TGFgreceptor Il) o cinasa
similar a receptores de activina (ALK, del inglés activin receptor-like kinase)-2 con actividad de
serina-treonina cinasa constitutiva con su respectivo ligando, favorece la fosforilacion de los
receptores tipo | (TGFBRI, del inglés TGFSreceptor I) o ALK-5, que activan la via canénica de
TGFp, representada por las moléculas Smad reguladas por receptores (R-Smads) (29, 40).
Las R-Smads activadas dependen a su vez de los ligandos involucrados. Por ejemplo, los
TGFBs y las activinas promueven especificamente la fosforilacion de las Smad2 y 3 (40). Tras
ser activadas, las R-Smads forman complejos oligoméricos con el mediador comin Smad4,
los cuales se translocan al nucleo e interactian con diversos factores de transcripcion para
regular la expresiéon de genes blanco (40, 48). La accion de las R-Smads puede ser
antagonizada por las Smad6 y 7, las cuales impiden el reclutamiento de las Smad2 y 3 al
TGFBRI y con ello, la formacion del complejo con Smad4 (29). De manera no canodnica, TGFf
puede activar otras vias de sefializacion independientes a las R-Smads en contextos
especificos, tales como las vias de fosfoinositol 3-cinasa (PI3K, del inglés phosphoinositide 3-

kinase)/Akt/diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR, del inglés mammalian target
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of rapamycin), la ligasa de ubicuitina factor 6 asociado al receptor de TNFa [TRAF6, del inglés
tumor necrosis factor-alpha receptor (TNFR)-associated factor 6] y las vias de las cinasas
activadas por mitégenos (MAPKSs, del inglés mitogen-activated protein kinases), entre las que
se incluyen p38, las cinasas reguladas por sefiales extracelulares-1 y 2 (Erk1/2, del inglés
extracellular signal-regulated kinases-1/2) y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK, del inglés c-Jun

N-terminal kinase) (18, 40).

Las tres isoformas de TGFp, principalmente TGFB2, pueden inducir EndMT a través de
la via canonica de TGFf (18, 49). La activacion de la via promueve la expresion de los factores
de transcripcion relacionados con EndMT de manera secuencial. Las R-Smads activadas
interactian directamente con la regién promotora de Snail (50). Esta interaccion favorece
indirectamente la expresion de otros factores de transcripcion, como ZEB1 (51) y el factor-A2
del grupo de alta movilidad (HGMAZ2, del inglés high mobility group protein-A2). HGMA2
promueve cambios conformacionales en el DNA gque regulan la expresion de Snail, Slug

(SNAI2) y TWIST1 (29, 52, 53).

Si bien Snail y Slug constituyen los inductores de EndMT relacionados con TGFf3 mejor
caracterizados, el papel que desempefia Snail en la EndMT resulta esencial. Se ha sugerido
una mayor afinidad de Snail por la union al DNA en comparaciéon con Slug y otros factores,
como ZEB1 (51, 54). En un trabajo reciente, la deplecion de Snail abrogé completamente la
EndMT inducida por TGFp en CEs humanas (43). Sin embargo, la sobreexpresién de Snail no
es suficiente para inducir EndMT (50). Esto indica que la activacion de otros factores de
transcripcion inductores de EndMT y su cooperacion con Snail parece necesaria para iniciar y
mantener la EndMT. Al fungir Snail como el principal iniciador de la EndMT, su deplecion pudo

haberse acompafado de la deplecion de otros factores de transcripcion inductores de EndMT,
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tal y como ocurre en el fenbmeno de la transicién epitelio-mesénquima (EMT, del inglés
epithelial-mesenchymal transition) (53), lo cual resulta en la completa inhibicion de la EndMT.
La inhibicion de TWIST1 también redujo la EndMT inducida por TGFp, resaltando la

participacion de otros factores de transcripcion durante la EndMT ademas de Snail (55).

Algunas vias no canonicas de TGFp también se han implicado con la EndMT. Por
ejemplo, Medici y cols reportaron que TGFp2 puede inducir EndMT en CEs de
microvasculatura de piel a través de las vias de PI3K/Akt y MAPKs (p38 y Erk1/2), ya que la
presencia de inhibidores especificos de estos elementos revirtié la polarizacién hacia el
fenotipo mesenquimal en CEs tratadas con TGFB2 (50). La via de Akt/mTOR desempeiia un
papel importante en la EndMT inducida tanto por TGFf3 como por bleomicina, un glucopéptido
capaz de activar la via de TGFp, estimulos que promueven la fosforilacion de Akt y de mTOR,
p70S6K y S6, ubicadas rio abajo en la via de sefalizacién. Ademas, la inhibicion de mTOR ha
demostrado disminuir la EndMT inducida por bleomicina en diferentes modelos, tanto in vitro
como in vivo (56-58). La tirosina cinasa c-Abl y la proteina cinasa C-delta (PKC3, del inglés
protein kinase C-delta) participan en la EndMT inducida por TGFp, ya que sus respectivos
inhibidores especificos también disminuyeron la EndMT inducida por TGFB en CEs de origen

murino, al prevenir la fosforilacion de GSK3p y favorecer con ello la degradacion de Snail (59).

Otros mediadores inflamatorios y sus vias de sefializacién pueden favorecer la EndMT
inducida por TGFpB, como se describié recientemente para el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNFa, del inglés tumor necrosis factor-alpha) (48). El co-tratamiento de CEs con TNFa y
TGF incrementd su polarizacion hacia el fenotipo mesenquimal, en comparacion con las CEs

tratadas solo con TGFp. Este fendmeno se asocio a un incremento en la activacion de la via
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canodnica de TGFp posiblemente mediante un mecanismo autocrino, al aumentar la expresion
de los ligandos TGFB2 y activina-A, el receptor ALK-5, y la integrina av, implicada en la
activacion de TGFB1 y 3 latentes (48). También se documenté la implicacion de NF-xB en
dicho modelo, ya que su silenciamiento disminuy6 la EndMT vy la activacion de la via candnica
de TGFp en las CEs estimuladas con TNFa y TGFp (48). En otro reporte reciente en donde
se estudié la EndMT como parte de la disfuncion de la barrera hematoencefélica en esclerosis
multiple, el co-tratamiento de CEs cerebrales humanas con interleucina-1 beta (IL-18) y TGFf3
promovio EndMT a través de la cinasa-1 activada por TGFp (TAK1, del inglés TGF g activated
kinase-1), que a su vez favorecio6 la activaciéon de NF-kB (38). Ademas, el tratamiento de CEs
con IL-1p por si sélo fue capaz de inducir EndMT a través de la transactivacion de la via ALKs-
Smadsl y 5 mediada por la GTPasa factor de ribosilacion de ADP-6 (ARF6, del inglés ADP

ribosylation factor-6) (39).

El vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1, del inglés endothelin-1) también fue capaz de
potenciar la EndMT inducida por TGF3 en CEs de microvasculatura pulmonar de origen murino
y CEs de microvasculatura de piel de pacientes con ES, al favorecer la expresion de todas las
isoformas y receptores de TGFp y el incremento en la fosforilacion de las Smad2 y 3 (60, 61).
Esto se corroboré en un modelo in vivo de ES, en donde el tratamiento con ET-1 exacerb6 la
fibrosis pulmonar y cutdnea inducida por TGFp (60). Ademas, TGFB1 también incrementd los
niveles de ET-1 en CEs de microvasculatura pulmonar y la presencia de bosentan, un inhibidor
de ET-1, previno su polarizacién hacia el fenotipo mesenquimal (62). La via de Notch resulta
esencial en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, como lo demuestra el
hecho de que los elementos de su via de sefalizacion, Notchl y Jaggedl (Jagl), se

incrementaron en las CEs de microvasculatura pulmonar provenientes de dicho modelo, a la
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par de los marcadores mesenquimales (63). La via de Notch constituye un blanco del receptor
de la quimiocina CXCR7, la cual atenu6 la EndMT en un modelo de fibrosis pulmonar inducida
por TGFB (64). De manera reciente, se demostré que la EndMT inducida por TGFB1 en CEs
diferenciadas de células madre de origen tumoral, es dependiente tanto de la via candnica de
TGFB como de la via de Notch (23). Finalmente, las proteinas Wnt (del inglés, Wingless)
inducen EndMT mediante un complejo entrecruzamiento con la via de TGF que promueve la
activacion del marcador profibrético beta-catenina (65-67) y favorece la fibrosis cardiaca (68),
renal (69) y cutanea (70, 71). Por el contrario, la caveolina-1 (CAV-1) es una proteina integral
de la membrana plasmatica presente en las estructuras denominadas caveolas, que
representa un elemento clave en la degradacién de TGFp por la via del endosoma. El modelo
deficiente de CAV-1 demostré un incremento en la expresion de marcadores mesenquimales
en CEs de microvasculatura pulmonar, tanto basal como tras el tratamiento de TGFp, que se
redujo al restaurar los dominios funcionales de CAV-1. Por lo tanto, CAV-1 actia como
represor de la EndMT inducida por TGFB (72). Otros mediadores inflamatorios se han
postulado como inhibidores de la EndMT inducida por TGFp, tales como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor) y el factor

de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF2, del inglés fibroblasts growth factor-2) (73, 74).

La EndMT inducida por TGF es entonces resultado de la activacion de su via canonica
y de un complejo entrecruzamiento con diversas vias no canénicas y las vias de sefalizacion
de otros mediadores inflamatorios. Esto culmina en el aumento en la expresion de factores de
transcripcion inductores de EndMT vy la polarizaciéon de CEs hacia el fenotipo mesenquimal.

Por otro lado, TNFa y otras citocinas proinflamatorias, como IL-1f3 e interleucina-6 (IL-6),
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también pueden inducir EndMT en CEs de manera independiente a la via candnica de TGFf3

(11, 75).

3. Factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa).

3.1 Antecedentes histéricos y generalidades.

El TNFa se describié en 1975 por Lloyd J. Old tras identificar en suero al factor responsable
de la actividad citotoxica y necrotizante de diversos agentes bacterianos sobre tumores,
observacion que fuera motivo de inquietud desde un siglo atras. Se cloné el TNFa murino y
humano, los cuales contaban con 80% de homologia; se atribuyé su produccién
principalmente a macréfagos y se encontraron muchos tipos de células sensibles a su efecto
citotoxico, con la posibilidad de generar resistencia tras la exposicion prolongada (76).
Actualmente se sabe que TNFa se produce en muchos tipos de células inmunes, ademas de
CEs, fibroblastos, células de musculo liso, adipocitos, células tumorales, entre otras, y que

ejerce su efecto practicamente en todas las células nucleadas (77, 78).

TNFa constituye un importante regulador de la respuesta inmune, a través de un efecto
doble (78, 79). Por un lado, es un importante mediador proinflamatorio, capaz de iniciar una
intensa respuesta inflamatoria; al mismo tiempo, posee un efecto inmunosupresor y mantiene
la homeostasis del sistema inmune al limitar la extension de la inflamacion. Ademas, participa
en la defensa del hospedero contra diversos patégenos, principalmente contra bacterias
intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis y Listeria monocytogenes. Sin embargo, los
niveles altos de TNFa pueden conducir a choque séptico (77, 78). Por ultimo, TNFa también
promueve la muerte celular (79, 80). Se ha establecido el papel de TNFa en la fisiopatogenia

de enfermedades alérgicas, como asma y dermatitis atdpica; enfermedades autoinmunes,
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como artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, psoriasis y Ell; cancer y aterosclerosis,

como se mencionard mas adelante (77-79).

3.2 Estructuray vias de sefalizacion asociadas.

TNFa es una proteina transmembranal tipo Il, es decir, atraviesa la membrana plasmética una
Unica vez, con su extremo carboxilo-terminal en el medio extracelular y su extremo amino-
terminal en la region intracitoplasmica (81). Se expresa en la membrana plasmética como un
trimero, que puede escindirse por la enzima convertidora de TNFa (TACE, del inglés TNF«

converting enzyme) y originar un ligando soluble (79).

Existen dos tipos de receptores de TNFa, el receptor de TNFa tipo | (TNFR1, del inglés
TNFa receptor 1) o CD120ay el receptor de TNFa tipo Il (TNFR2, del inglés TNF« receptor II)
o0 CD120b (79). TNFR1 se encuentra ampliamente expresado y reconoce al TNFa soluble y
unido a membrana. TNFR2 se expresa en células inmunes y CEs y posee mayor afinidad por
el TNFa unido a membrana (79). Ambos receptores poseen cuatro dominios homaélogos ricos
en cisteina (CRDs, del inglés homologous cysteine-rich domains) en su porcion extracelular.
Sin embargo, su estructura difiere en su porcion intracitoplasmica. Mientras que TNFR1 posee
dominios de muerte, TNFR2 presenta un sitio de unién a las proteinas adaptadoras TRAF (79).

Ambos receptores sefalizan a través de NF-«B y de otras vias atipicas de TNFa.

3.2.1 Factor de transcripcién nuclear-kB (NF-xB).

Los miembros de la familia de NF-xB incluyen a los dimeros de NF-kB, los inhibidores de NF-
kB (1B, del inglés NF-xB inhibitor) y los complejos de cinasas IkB (IKK, del inglés 1xB kinase

complex). En mamiferos, la familia de monomeros de NF-«kB incluye a cinco subunidades:
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RelA/p65, RelB, c-Rel y los precursores de NF-kB1 p50 y NF-kB2 p52 (p105 y p100) (82).
Estos precursores contienen una region homologa a kB en su extremo carboxilo-terminal, por
lo que también funcionan como inhibidores de NF-xB parecidos a IkB. La degradacion de la
region homologa a IkB carboxilo-terminal por la via del proteosoma en p105 y p100, origina
las formas maduras NF-kB1 p50 y NF-kB2 p52 e interrumpe su funcién inhibitoria (83). Las
subunidades de NF-xB pueden formar homodimeros o heterodimeros en su estado activo, con
excepcion de RelB, que sélo forma heterodimeros. Tras ser activados, los dimeros de NF-xB
se translocan al nucleo, en donde regulan la expresion de genes blanco al unirse a sitios de
reconocimiento en sus regiones promotoras (82). Dependiendo de los estimulos y
componentes de la via involucrados, NF-kB puede activarse a través de su via candnica o de

su via no candnica. (Figura 2)

3.2.1.1 Via can6nica de NF«B.

La activacion de la via candnica de NF-kB es rapida pero transitoria (83). En condiciones
basales, los dimeros de NF-kB son inactivados por los complejos de kB en el citoplasma. Una
vez estimulada la via, se activan los complejos IKK, los cuales se componen por las
subunidades IKKa/IKK1, IKKB/IKK2 y la proteina de andamio modulador esencial de NF-xB
(NEMO, del inglés NF-«B essential modulator). En la via canénica, IKKp desempefa un papel
predominante. Sin embargo, ante ciertos estimulos especificos, IKKa también puede tener
participacion (84). Los complejos IKK activados fosforilan directamente a los I1kBs y los IkBs
fosforilados se ubicuitinan para su degradacion a través de la via del proteosoma. Los dimeros
de NF-kB son liberados y se translocan al nicleo (82). Esta via promueve asi la activacién de

las subunidades NF-kB1 p50, RelA/p65 y c-Rel (83).
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Fig. 2 Vias canonicay no candnica de NF-kB. La via candnica de NF-xB es activada por los receptores de
TNFa y otros receptores de interleucinas. Se activan los complejos IKK con la participacion de TAK1. Los
complejos IKK activados, principalmente IKKp, fosforilan directamente a los IkBs y a la molécula parecida a
IxB, p105. Los IkBs y p105 fosforilados se ubicuitinan para su degradacion a través de la via del proteosoma.
Los dimeros de NF-kB son liberados y se translocan al nlcleo para regular la expresién de genes blanco.
Esta via promueve la activacion de las subunidades NF-kB1 p50, RelA/p65 y c-Rel. La via no canénica de
NF-kB es activada por receptores de la superfamilia de TNFa. Se activa NIK, que fosforila a IKKa. IKKa su
vez fosforila directamente a p100 para favorecer su protedlisis a NF-kB2 p52. La via culmina en la activacion
de los miembros secuestrados por p100, NF-kB2 p52 y RelB. IKK = complejo de cinasas IkB (del inglés 1xB
kinase complex); IxB = inhibidor del factor de transcripcion nuclear-xB (del inglés nuclear factor-xB inhibitor);
NF-xB = factor de transcripcion nuclear-kB (del inglés nuclear factor «B); NIK = cinasa inductora de NF-xB
(del inglés NF-xB inducing kinase); TAK1 = cinasa 1 activada por TGFp (del inglés TGFg activated kinase 1);

TNFa = factor de necrosis tumoral-alfa (del inglés tumor necrosis factor-alpha). Adaptado de Sun et al, 2017.

La via candnica de NF-xB se activa a través de los receptores de TNFa (82). Tras la
union de TNFa con TNFR1, se reclutan la proteina-1 que interactta con el receptor (RIP1, del
inglés receptor interacting protein-1) y el dominio de muerte asociado con el receptor de TNFa.
(TRADD, del inglés TNFa receptor associated death domain), que juntos ensamblan el
complejo 1 (79, 85). TRADD recluta a su vez a TRAF2 y 5, lo que favorece la unién de las
ligasas de ubicuitina inhibidores celulares de apoptosis-1y 2 (c-IAP1 y 2, del inglés cellular
inhibitors of apoptosis-1 and 2) y la ubiquitinacién de varios componentes del complejo I. c-
IAP1 y 2 se autoubicuitinan y ubicuitinan a RIP1 en los residuos de lisina K63, K48 y K11 (85-
87). Las cadenas de poliubicuitina conjugadas a IAP1 y 2 en K63 permiten el reclutamiento
del complejo de ensamblaje de cadenas lineales de ubicuitina (LUBAC, del inglés linear
ubiquitin chain assembly complex), que genera cadenas de ubicuitina en diversas moléculas,
como TNFR1, RIP1, LUBAC y NEMO (79, 80, 88). Esto genera sitios de anclaje para el

complejo IKK y la antes mencionada TAK1 (79, 80). NEMO se dimeriza y se une a las IKKs,
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lo que promueve la activacion de IKKs por trans-autofosforilaciéon. Las IKKs activas fosforilan
a las IkBs, principalmente IxBa en S32/36, favoreciendo la degradacion de IkBs y la liberacion

de los dimeros de NF-xB (85, 89).

La expresion de genes inducida por NF-kB requiere de mecanismos postraduccionales
adicionales a la degradacion de IkBs (85). Por ejemplo, la interaccion de p65 con
coactivadores transcripcionales, como la proteina de unién a CREB (CBA, del inglés CREB-
binding protein) y p300, esta mediada por multiples fosforilaciones en diferentes residuos de
serina. La proteina cinasa-A (PKA, del inglés protein kinase-A) y las cinasas activadas por
mitdgenos y estrés-1y 2 (MSK1 y 2, del inglés mitogen- and stress-activated protein kinase-1
and 2) fosforilan a p65 en S276. Las IKKs y la proteina cinasa-C zeta (PKC(, del inglés protein
kinase-C zeta) fosforilan a p65 en S536 y S311, respectivamente. La union de p65 con
CBA/p300 promueve a su vez la acetilaciéon de p65 en K310 para incrementar su actividad

transcripcional (85).

La via candnica de NF-xB se encuentra estrechamente regulada por diversos
mecanismos a diferentes niveles. Como ya se menciond, la ubicuitinacion resulta esencial en
la activaciéon de la via. Las deubicuitinasas (DUB), como A20, inhiben la ubicuitinacion en K63
durante la activacién de NF-xB, lo que promueve la descomposicion del complejo IKK. A20
también favorece la ubicuitinacion RIP1 en K48 y su degradacion por la via del proteosoma
(79, 80, 85, 89). La deubicuitinasa OTU con especificidad lineal (OTULIN, del inglés OTU
deubiquitinase with linear specificity) remueve especificamente las cadenas lineales de
ubicuitina del complejo LUBAC (79, 80). Ademas, la union de NEMO con IKKs favorece la

fosforilacion de NEMO en S68 y de IKKB en S740. Esto provoca la separacion de los dimeros
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de NEMO vy la separacion de NEMO e IKKs. A su vez, las IKKs se desfosforilan en sus
dominios cinasas por la proteina fosfatasa 2A (PP2A, del inglés protein phosphatase 2A) (79,
85). NF-xB promueve la expresibn de IkBs como un importante mecanismo de
retroalimentacion negativa (85, 89). Adicionalmente, p65 y c-Rel pueden interactuar con el
supresor de sefales de citocinas-1 (SOCS1, del inglés suppressor of cytokine signaling-1) y

otras ligasas de ubicuitina, que favorecen su degradacion por la via del proteosoma (85, 89).

NF-xB regula la respuesta inmune innata y la inflamacion en multiples niveles, asi como
diferentes funciones de la respuesta inmune adaptativa. Su papel en la fisiopatogenia de las

enfermedades autoinmunes, cancer y aterosclerosis se encuentra bien establecido (79, 89).

3.2.1.2 Viano candnica de NF«B.

En contraste con la via candnica, la activacién de la via no candnica de NF-xB es lenta y
persistente (83). El componente central y especifico de esta via es la cinasa inductora de NF-
kB (NIK, del inglés NF-«B inducing kinase), que al activarse promueve la fosforilacion y
activacion de IKKa (90). La IKKa activada a su vez fosforila directamente a pl00 para
favorecer su protedlisis a NF-kB2 p52. La via culmina en la activacion de los miembros
secuestrados por p100, predominantemente NF-xB2 p52 y RelB (82, 83). Aunque los
componentes centrales de la via no canonica son NF-kB2 p52 y RelB, la subunidad p65

también puede estar asociada a p100 y activarse tras su protedlisis (84).

La via no candnica de NF-kB es activada predominantemente a través de miembros de
la superfamilia de receptores de TNFa, los cuales tienen la capacidad de unirse a TNFa a
través de CRDs. Entre ellos se encuentran el receptor del inductor débil de apoptosis similar

al TNFa (TWEAK-R, del inglés TNFa-related weak inducer of apoptosis receptor)/factor
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inducible por el FGF-14 (Fn14, del inglés FGF-inducible 14), el receptor de linfotoxina-beta
(LTBR, del inglés lymphotoxin-beta receptor), el receptor del factor activador de células B
(BAFF-R, del inglés B cell activating factor receptor), el receptor activador de NF-xB (RANK,
del inglés receptor activator of NF-xB) y CD40 (83, 91). Otra caracteristica en comun de estos
receptores es la presencia de motivos intracelulares de unién a las ligasas de ubicuitina TRAF2
y 3, que forman un complejo con clAP1 y 2 y NIK (83, 91). Al activarse la via, existe un
desacoplamiento del complejo, que favorece la degradacion de TRAF3 y la liberacién de NIK

(90).

Existen varios mecanismos de regulacion de la via no canonica de NF-xB. El principal
regulador de la via es TRAF3, que promueve la ubicuitinacién y degradacion de NIK (90). NIK
y TRAF3 a su vez, estan regulados por la proteina-12 que contiene dominios NACHT, LRR y
PYD (NLRP12, del inglés NACHT, LRR and PYD domain-containing protein 12) y TRAF3 es
regulada por la deubicuitinasa OTUD7B (92, 93). Ademas, la IKKa activada fosforila a NIK en
varios residuos de serina de su extremo carboxilo-terminal para su desestabilizacion, como un
mecanismo de retroalimentacién negativa (94). La cinasa-1 de union a TANK relacionada con
IKK (TBK1, del inglés TANK-binding kinase-1) también fosforila a NIK para promover su

degradacion (95).

Al desempefiar la via no canénica de NF-xB diferentes funciones en la regulacién del
sistema inmune, que incluyen la regulacién del desarrollo de d6rganos linfoides, la
supervivencia y maduracién de células B y la diferenciacion de osteoclastos, su desregulacion
se ha asociado al desarrollo de patologia autoinmune (83, 91). También se ha relacionado con

la angiogénesis patolégica asociada con tumores cancerosos (96, 97).
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3.2.2 Vias atipicas de TNFa.

Ademas de la via de NF-xB, TNFa induce la activacion de vias atipicas de sefializacion, como
como las vias de PI3/Akt y las MAPKs p38, JNK y Erk1/2 (98, 99). Estas vias contribuyen con
la actividad biologica de TNFa al inducir una respuesta secundaria incrementando la expresion
de citocinas proinflamatorias, incluyendo el mismo TNFa (99). Las vias atipicas de TNFa
también se activan tras la union de TNFa con su receptor y el ensamblaje del complejo | (79,
88). En el caso de las MAPKSs, su sefializacibn comparte una estructura comun, que incluye a
las MAPK cinasas (MAP2K o MAPKK, del inglés MAPK kinase) y las MAPKK cinasas (MAP3K
o MAPKKK, del inglés MAPKK kinase). Las MAP3Ks fosforilan a diferentes MAP2Ks que son
especificas para cada via de sefalizacion (99). En este proceso, TAK1 e IKKp desempeiian
un papel importante dependiente de ubicuitinacion (80). Sin embargo, los mecanismos
moleculares involucrados en la activacion de estas vias por TNFa no se han definido con

precision.

Durante la activacion de NF-xB, las vias de las MAPKs p38 y Erk1/2 participan en la
activacion de las cinasas MPK1 y 2 que fosforilan a la subunidad p65 de NF-kB en S276. Por
lo tanto, estas cinasas también median el entrecruzamiento entre NF-xB y las MAPKs a nivel

transcripcional (85).

3.3 TNFa como estimulo inflamatorio inductor de EndMT.

TNFoa desempefia un papel critico en la fisiopatogenia de muchas enfermedades inflamatorias
relacionadas con dafio vascular y aterosclerosis acelerada (6). TNFa actua sobre el endotelio

vascular, donde promueve diversos eventos relacionados con aterosclerosis, como la

expresion de moléculas de adhesion en CEs y la induccion de EndMT, tanto de manera

37



independiente como de forma sinérgica como otras citocinas proinflamatorias, primordialmente
a través de la activacion de NF-«xB (11, 48, 75, 100-102). En este sentido, Mahler y cols
reportaron una expresion incrementada de NF-kB en células mesenquimales derivadas de
endotelio en los sitios distales a lesiones calcificadas en valvulas adrticas humanas (75). Por
su parte, Fleenor y cols describieron la EndMT relacionada con la senescencia en CEs aorticas
humanas, la cual es dependiente de la activacion de NF-kB, y reprodujeron la EndMT en
células endoteliales “jovenes” tras el estimulo con TNFa que, similar a lo reportado por Mahler
y cols, favorecié la polarizacion hacia el fenotipo mesenquimal (103). Ademas, otras vias de
sefializacion atipicas, como las vias de PI3K/Akt y las MAPKs p38 y Erk1/2 pueden estar
involucradas en la EndMT inducida por TNFa (11, 102, 104, 105). NF-kB y sus genes
asociados estan regulados al alta en el endotelio susceptible a aterosclerosis en respuesta a
TNFo y a otras citocinas proinflamatorias (101, 106-112). Se ha descrito incluso la
participacion de la via no candnica de NF-xB y de vias atipicas de TNFa en la aterosclerosis
(109, 113). La activacion de NF-xB favorece la expresion de los genes de los factores de
transcripcion inductores de EndMT, como Snail, ZEB1 y TWIST1 (10, 52, 114). Como se
mencion6é anteriormente, estos factores de transcripcién reprimen la expresién de genes
endoteliales y promueven la expresion de genes mesenquimales, favoreciendo asi la

polarizacion de CEs hacia el fenotipo mesenquimal en el ambiente inflamatorio.

Las vias de sefializacion asociadas a TNFa estan regulada por proteinas con actividad
de fosfatasas de tirosina (PTPs, del inglés protein tyrosine phosphatases) (115). Para algunas
PTPs se han sugerido sustratos especificos en estas vias de sefializacion. Por ejemplo, Wei
y cols reportaron la regulaciéon de la EndMT inducida por IL-1B/NF-xB/Snail por la proteina

fosfatasa de tirosina-L1 (PTPL1, del inglés protein tyrosine phosphatase-L1) al favorecer la
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desfosforilacion de plkBa en Y42 y prevenir su degradacion (116). Cho y cols documentaron
la regulacion de la expresion de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1, del inglés
intercellular adhesion molecule-1) en queratinocitos por la proteina fosfatasa de tirosina-D1
(PTPD1, del inglés protein tyrosine phosphatase-D1) al desfosforilar directamente a pIKKf en
S177/181 e inhibir NF-xB (117). Hai Thi y cols reportaron la regulacion de NF-xB y MAPKs
Erk1/2 y p38 en macréfagos por la proteina fosfatasa de tirosina de células T (TC-PTP, del
inglés T-cell protein tyrosine phosphatase) al desfosforilar directamente al proto-oncogén pSrc
en el residuo inhibitorio Y527 y favorecer la activacion del complejo IKK (118). La proteina
fosfatasa de tirosina-1B (PTP1B, del inglés protein tyrosine phosphatase-1B) también puede
estar implicada en la regulacion de las vias de sefalizacién asociadas a TNFa, como se

comentara a continuacion.

4. Proteinafosfatasa de tirosina-1B (PTP1B):

4.1 Antecedentes historicos y generalidades.

Las PTPs son una superfamilia de enzimas que se encargan de remover grupos fosfato de
residuos de tirosina en proteinas fosforiladas. Las PTPs se dividen en cuatro clases (I-1V)
segun la secuencia de aminoacidos en su dominio catalitico y el aminoacido nucleofilico en su
sitio activo empleado para llevar a cabo sus reacciones cataliticas. Las PTPs pertenecientes
a las clases I-lll emplean cisteina como aminoéacido nucleofilico, mientras que las PTPs de la
clase IV emplean aspartato (119). La clase mas extensa de PTPs es la clase I, que a su vez
se divide en dos subfamilias: las PTPs clasicas o especificas que tirosina, que incluyen PTPs
de tipo receptor y PTPs de tipo no receptor, con base en la presencia de un dominio
transmembranal, y las proteinas fosfatasas de especificidad dual (DUSPs, del inglés dual-
specificity phosphatases) similares a la fosfatasa H1 del virus vaccinia (VH1, del inglés vaccinia
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virus H1), que constituyen un grupo muy diverso y pueden desfosforilar residuos de serina y
treonina ademas de tirosina (119, 120). PTP1B pertenece a las PTPs clasicas de tipo no
receptor dentro de la clase |. Se expresa de manera ubicua en el citoplasma y es considerada

el prototipo de las fosfatasas de tipo no receptor (119-121).

PTP1B fue la primera PTP en ser purificada, clonada y cristalizada (119). Los primeros
reportes de su purificacion y caracterizacion datan de 1988, por Tonks y cols. Este grupo
purific6 a homogeneidad PTP1B a partir de placenta humana mediante cromatografia en
columna, empleando como sustrato una lisozima fosforilada en un residuo de fosfotirosina
(pTyr) por el receptor de insulina (IR, del inglés insulin receptor) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF, del inglés epidermal growth factor), que tienen actividad de tirosin-cinasas
(122, 123). En 1990 se clon6 PTP1B por dos grupos de investigacion independientes (124,
125) y en 1994 se purifico y cristalizé su dominio catalitico tras su sobreexpresion en bacterias
E. coli (126). En 1999, Elchebly y cols reportaron un modelo murino deficiente en PTP1B, el
cual no presento diferencias fenotipicas en comparacion con ratones silvestres. Sin embargo,
mostré una mayor sensibilidad a la insulina y resistencia a la obesidad tras una dieta
hipercaldrica (127). Estos hallazgos fueron confirmados un afio mas tarde por Klaman y cols
(128) y dieron pauta para entender las principales funciones de PTP1B, como se describe méas

adelante.

4.2 Estructura, regulacion y vias de sefializacién asociadas.

PTP1B se codifica por el gen PTPN1, que en humanos se localiza en el cromosoma
20g13.1. En humanos existen dos transcritos de PTP1B: uno mas largo, de 4.7 kb, que
contiene un intrén 9, y otro mas corto, de 3.5 kb, sin dicho intrén (119). La proteina contiene
435 aminoacidos y esta conformada por un dominio catalitico amino-terminal (residuos 30-
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278), dos dominios ricos en prolina (residuos 278-401) y un dominio carboxilo-terminal
(residuos 401-435) que dirige a PTP1B a la cara citoplasmica del reticulo endoplasmico (ER,
del inglés endoplasmic reticulum) (119, 121). Esto le facilita a PTP1B el acceso a diversos

blancos intracelulares (129). (Figura 3)

El gen de PTP1B contiene sitios de unidn para factores de transcripcion que regulan su
expresion, entre los que se encuentra NF-xB (119, 130, 131). También se regula a través de
modificaciones postraduccionales, como oxidacion, S-nitrosilacion, fosforilacién, sumoilacién
y escision proteolitica por calpainas (119). La oxidacién de PTP1B en C215 inhibe su actividad
al provocar cambios conformacionales reversibles en su sitio catalitico que previenen la unién
con sus sustratos (132). La S-nitrosilaciéon de PTP1B en C215 protege a su sitio catalitico de
la oxidacion irreversible ante el estrés oxidativo (133). La fosforilacion en residuos de tirosina
y serina también regulan la actividad de PTP1B. Por ejemplo, su fosforilacién en S50 por Akt
inhibe su actividad e impide su habilidad para desfosforilar al IR (134). La sumoilacién en
residuos de lisina disminuye la actividad de PTP1B (135). La sumoilacion de PTP1B también
favorece su distribucion perinuclear, lo cual permite la regulacion de la fosforilacién de la
proteina nuclear emerina en residuos de pTyr por PTP1B durante el ciclo celular (136). La
escision proteolitica por calpainas de PTP1B en su dominio carboxilo-terminal libera a PTP1B

del ER y genera una enzima activa de forma constitutiva (105).

PTP1B participa en diversas vias de sefalizacién y funciones biologicas (129). Sus
sustratos comprenden proteinas citosolicas, nucleares, unidas a la membrana plasmatica,
mitocondriales y de las uniones adherentes (119). La interaccion de PTP1B con el IR se
caracteriz6 integrando analisis de cristalografia, cinética de desfosforilacion y de unién de la

PTP1B mutante inactiva (Cys—Ser) con diferentes sustratos. Se determin6 que los péptidos
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gue contienen residuos de pTyr dispuestos en tAndem poseen una afinidad aproximadamente
70 veces mayor a PTP1B en comparacion con los péptidos con un residuo Unico de pTyr (137).
Este modelo se aplicé para predecir nuevos sustratos de PTP1B, como las proteinas Janus
cinasa-2 (JAK2, del inglés Janus kinase-2) y tirosina cinasa-2 (TYK2, del inglés tyrosine
kinase-2) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion-6 (STAT6, del inglés signal
transducer and activator of transcription-6) (138, 139). Con base en estos sustratos
caracterizados en estudios tempranos, se puede inferir que PTP1B es un regulador esencial
de procesos metabdlicos y de inflamacién (120). Como se menciond, PTP1B es un importante
regulador del IR. Ademés, PTP1B desfosforila al sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1, del
inglés insulin receptor substrate-1) con lo cual regula la via de PI3K/Akt estimulada tras la
activacion de IR/IRS-1 y mantiene la homeostasis de la glucosa (140). PTP1B también regula
a la leptina al desfosforilar a JAK2 y con ello atenuar la via JAK2/STAT3 (141, 142). Estos
efectos explican la mayor sensibilidad a la insulina y la resistencia a la obesidad observada en
el modelo murino deficiente en PTP1B (127). Por ultimo, PTP1B regula la respuesta al estrés
del ER al desfosforilar a la cinasa del ER parecida a la proteina cinasa de RNA (PERK, del
inglés protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) (143). Al incrementar PTP1B su
expresion bajo condiciones inflamatorias (130, 144) y tener como sustratos a miembros de la
via JAK/STAT (138, 139), se ha propuesto como un mecanismo de retroalimentacion negativa
para limitar la respuesta inflamatoria (129). Sin embargo, su delecién especifica en el
compartimiento mieloide protegié a los ratones contra la inflamacion aguda y cronica al
incrementar los niveles de interleucina-10 (IL-10) (145). De manera similar, se han reportado
hallazgos contradictorios en cuanto a la regulacién de NF-xB por PTP1B (146, 147). Por lo
tanto, PTP1B puede tener efectos proinflamatorios o antiinflamatorios, dependiendo del

contexto biol6gico (129).
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Fig. 3 Representacion esquematica de la estructura de los dominios de la PTP1B completa. La PTP1B
completa se compone de un dominio catalitico N-terminal que contiene varias hebras de enlace importantes (1-
300) y un dominio C-terminal dirigido al ER (401-435), que flanquean a dos dominios ricos en prolina (301-400),
con multiples funciones en los diferentes sitios de la PTP1B. ER = reticulo endoplasmico (del inglés endoplasmic

reticulum). Adaptado de Liu et al, 2022.
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PTP1B también puede actuar como un oncogén. Por ejemplo, promueve el desarrollo
de cancer de mama y otros tipos a través de HER2/Neu al actuar directamente sobre la
proteina de acoplamiento-1 (p62Dok o Dok1, del inglés docking protein-1, 62kDa). Esta inhibe
a la proteina activadora de GTPasa (GAP, del inglés GTPase-activating protein) p120/Ras e
incrementa la activacion de Ras-MAPKSs, promoviendo la proliferacion celular (148). Ademas,
PTP1B desfosforila a Src en Y529, favorece la activacion de Erkl1/2 MAPK vy, con ello, la

proliferacion celular y metastasis (149). (Figura 4)

4.3 Papel de PTP1B en la disfuncién endotelial

PTP1B se encuentra altamente expresada en el endotelio vascular. Contribuye al
mantenimiento de la barrera endotelial mediante su interaccion con elementos de las uniones
adherentes endoteliales, como VE-cadherina, favoreciendo su estabilidad al promover bajos
niveles de fosforilacion en residuos de pTyr (104, 150-159). No obstante, PTP1B también se
ha asociado con disfuncion endotelial y enfermedades cardiovasculares (160, 161). Al regular
tanto la sefalizacion a través del IR y leptina como las vias asociadas a varios mediadores
inflamatorios, PTP1B se ha propuesto como molécula blanco en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con resistencia a la insulina, como obesidad y diabetes (105, 162-
164). Actualmente se evalla la eficacia y seguridad de un inhibidor anti-sentido de PTP1B
para el tratamiento de la diabetes en ensayos clinicos fase Il (121). La inhibicién de PTP1B
también previno y revirtié la formacion de la placa de ateroma en dos modelos murinos de
aterosclerosis (165, 166). Ademas de estos hallazgos contrastantes, se desconoce si PTP1B
estd implicada en la EndMT inducida bajo condiciones inflamatorias. En el presente estudio,
nos propusimos establecer un modelo de EndMT en CEs humanas inducido bajo condiciones

inflamatorias, para explorar la posible implicacion de PTP1B durante este proceso.
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Fig. 4 Principales vias de sefializacion reguladas por PTP1B. PTP1B desempefia un papel negativo en la
sefializacion de insulina y leptina, mientras que favorece la tumorigénesis inducida por HER2/Neu. La
sefializacion a través del IR promueve la fosforilacion de IRS-1 y la activacion de PI3K/Akt. PTP1B atenua la
sefalizacion de insulina al desfosforilar al IR y a IRS-1. La sefializacion de leptina activa la via JAK2/STAT3,
que también regula en forma negativa PTP1B. En cuanto a su papel oncogénico, PTP1B desfosforila a
p62Dok, quien inhibe p120RasGAP y favorece la proliferaciéon celular mediada por Ras-MAPK. PTP1B
también desfosforila a Src en Y529 para promover la migracién celular y favorece la subsecuente activacion
de GTPasas pequefias, como Ras and Racl. ERK (Erk1/2) = Cinasas reguladas por sefiales extracelulares-
1y 2 (del inglés extracelular signal-regulated kinases-1/2); GRB2 = proteina-2 unida al receptor del factor de
crecimiento (del inglés growth factor receptor-bound protein 2); IRS-1 = Sustrato del receptor de insulina-1
(del inglés insulin receptor substrate-1); JAK2 = Janus cinasa-2 (del inglés Janus kinase-2); MEK (MAP2Ks)
= MAPK cinasas (del inglés MAPK kinases); P62DOK (Dok1) = Proteina de acoplamiento-1 (del inglés,
docking protein 1, 62kDa); PDK1 = Proteina cinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositido (del inglés 3-
phosphoinositide-dependent kinase-1); PI3K = Fosfoinositol 3-cinasa (del inglés phosphoinositide 3-kinase);
PTP1B = Proteina fosfatasa de tirosina-1B (del inglés protein tyrosine phosphatase-1B); GAPs = Proteinas
activadoras de GTPasas (del inglés GTPase-activating proteins); SOS = Hijo de Sevenless (del inglés son of
Sevenless); STAT3 = transductor de sefal y activador de la transcripcién-3 (del inglés signal transducer and

activator of transcription-3). Adaptado de Villamar-Cruz et al, 2021.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aterosclerosis representa la causa subyacente de las enfermedades cardiovasculares,
como infarto el agudo de miocardio, evento vascular cerebral, angina inestable y muerte subita
cardiaca. De manera global, dichas enfermedades representan la primera causa de muerte a
nivel mundial y su incidencia continla en incremento, como resultado de la epidemia

internacional de obesidad y diabetes mellitus 2 (2).

La disfuncion endotelial constituye el estadio mas temprano en la historia natural de la
aterosclerosis (1). El enlace entre la disfuncion endotelial y la inflamacion ocurre a través del
fenémeno biolégico de la EndMT (8, 21), que a su vez constituye un evento clave en la
fisiopatogenia de la aterosclerosis y otras condiciones patologicas relacionadas con fibrosis,
vasculopatia e inflamacién (9, 13, 24-26, 28, 31). Por otro lado, las PTPs, como PTP1B,
constituyen importantes reguladores de las vias de sefializacion de citocinas proinflamatorias
asociadas con disfuncion endotelial y EndMT, como TNFa (129, 146, 147). Mas aun, PTP1B
se ha propuesto como una molécula blanco en la disfuncién endotelial y las enfermedades
cardiovasculares (160, 161) y su inhibicidn revirtio la formacion de la placa de ateroma en dos
modelos murinos de aterosclerosis (165, 166). Sin embargo, el papel de PTP1B en la EndMT
inducida bajo condiciones inflamatorias hasta ahora resulta poco claro. Con el presente
estudio se pretende ampliar el modelo fisiopatogénico de la disfuncién endotelial asociada con
inflamacion y plantear futuros blancos terapéuticos para la aterosclerosis y otras condiciones

patoldgicas en las que esta implicada la EndMT.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La fosfatasa de tirosina PTP1B participa en la EndMT inducida por inflamacion en CEs

humanas?

HIPOTESIS

La fosfatasa de tirosina PTP1B participa en la EndMT inducida por inflamacién en CEs

humanas.

OBJETIVOS
Objetivo general

Dilucidar si la fosfatasa de tirosina PTP1B participa en un modelo in vitro de EndMT inducida

bajo condiciones inflamatorias en CEs humanas.
Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de TNFa para inducir EndMT mediante los cambios en la expresion
de los marcadores endoteliales, mesenquimales y factores de transcripcion relacionados
con EndMT y en la evaluacion de cambios funcionales, como lo son cambios en la
morfologia y la capacidad migratoria. Analizar los cambios en la expresion de PTP1B en
CEs humanas durante la EndMT inducida por TNFa.

2. Evaluar la activacion de NF-kxB y de otras vias atipicas de sefalizacion, como Akt y MAPKs

(Erk1/2 y p38), ante el estimulo con TNFa en CEs humanas.
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3. Determinar el efecto de la inhibicion farmacoldgica de IKKp en la activacion de NF-kB, Akt
y MAPKSs (Erk1/2 y p38), asi como en la expresion de PTP1B inducidas por TNFa en CEs
humanas.

4. Determinar el efecto de la inhibicion farmacologica de IKKB en la EndMT inducida por
TNFa en CEs humanas.

5. Determinar el efecto del silenciamiento de PTP1B en la EndMT y la activacion de Akt y

MAPKs (Erk1/2 y p38) inducidas por TNFa en CEs humanas.
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MATERIAL Y METODOS



Reactivos y anticuerpos. El TNFa recombinante humano (No. cat. 300-01A) fue adquirido
de PeproTech (Rocky Hill, NJ). El inhibidor de IKK Il BMS-345541 (No. cat. 401840) fue
adquirido de Calbiochem/SigmaAldrich (St. Louis, MO). Los anticuerpos contra VE-cadherina
(No. cat. 2500S; clona D87F2; 1:1000), N-cadherina (No. cat. 13116S; clona D4R1H; 1:1000),
eNOS (No. cat. 32027S; clona D9A5L; 1:1000), CD31 (No. cat. 3528S; clona 89C2; 1:1000),
TWIST1 (No. cat. 69366S; clona E7E26; 1:.1000), ZEB1 (No. cat. 3396S; clona D80D3;
1:1000), pNF-kB p65-S536 (No. cat. 3033S; clona 93H1; 1:1000), IkBa (No. cat. 4812S; clona
44D4; 1:1000), plkBa-S32/36 (No. cat. 9246S; clona 5A5; 1:1000), Akt (pan) (No. cat. 2920S;
clona 40D4; 1:1000), pAkt-S473 (No. cat. 9271S; 1:1000), p38 MAPK (No. cat. 9212S; 1:1000),
pp38 MAPK-T180/Y182 (No. cat. 9216S; clona 28B10; 1:1000), p44/42 MAPK (Erk1/2) (No.
cat. 9102S; 1:1000) y pp44/42 MAPK (Erk1/2)-T202/Y204 (No. cat. 4370S; clona D13.14.4E;
1:1000) se obtuvieron de Cell Signaling Technology (Danvers, MA). El anticuerpo contra Snalil
(No. cat. GTX100754; 1:1000) se obtuvo de GeneTex (Irvine, CA). Los anticuerpos contra
PTP1B (No. cat. ab244207; clona EPR22474; 1:1000), NF-xB p65 (No. cat. ab7970; 1:1000
para Western blot y 1:100 para inmunofluorescencia), y lamina B1 (No. cat. ab16048; 1:1000)
se obtuvieron de Abcam (Cambridge, UK). El anticuerpo contra GAPDH (No. cat. AM4300;
1:1000) se obtuvo de Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). Los anticuerpos
contra tubulina (No. cat. T5168; clona B-5-1-2; 1:1000) y pVE-cadherina-Y685 (No. cat.

ABT1760; 1:1000) se obtuvieron de MilliporeSigma (St. Louis, MO).

Cultivo de CEs. Los experimentos se realizaron sobre una linea celular inmortalizada
endotelial humana de aorta (HAECs, del inglés humana aortic endothelial cells) (No. cat. CC-
2535; Lonza, Basilea, Suiza) con menos de 10 pases. Las HAECs se cultivaron en frascos de

cultivo de 75 cm? recubiertos de gelatina y con tapén ventilado, en medio endotelial EBM-2
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(No. cat. CC-3156; Lonza, Basilea, Suiza), suplementado con suero bovino fetal al 5% y
enriquecido con “SingleQuots” endoteliales EGM-2 (No. cat. CC4147; Lonza, Basilea, Suiza),
gue contienen: 3 ng/mL EGF, 25.5 ug/mL acido ascérbico, 20 ng/mL VEGF, 4 ng/mL FGF y
20 ng/mL factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-1, del inglés insulin growth factor-

1), a 37 °C. El medio de cultivo se reemplaz6 cada dia alterno.

Estimulo de CEs. Las HAECs se sembraron sobre placas de cultivo de 6 pozos recubiertas
de 0.2% gelatina porcina (No. cat. G1890; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (200,000-250,000
células/pozo para alcanzar una adecuada confluencia en el respectivo periodo de incubacion)
y se estimularon con 25 ng/mL TNFa durante los tiempos indicados. Se trataron las HAECs
con 5uM BMS-345541 2h antes de la adicion de 25 ng/mL TNFa durante los tiempos
indicados, con cuatro diferentes condiciones experimentales: sin tratamiento, 25 ng/mL TNFa,

5 uM BMS-345541 y la combinacion TNFa + BMS-345541.

Silenciamiento de PTP1B. Las HAECs se sembraron sobre placas de cultivo de 12 pozos
recubiertas de 0.2% gelatina porcina (100,000-150,000 células/pozo para alcanzar una
adecuada confluencia en el respectivo periodo de incubacién) y se transfectaron
transitoriamente con un RNA pequefio de interferencia (SiRNA, del inglés small interfering
RNA) dirigido  especificamente contra la PTP1B humana (sentido: 5'-
GGAUUAAACUACAUCAAGATT-3’, antisentido: 5’-UCUUGAUGUAGUUUAAUCCGA-3’) (No.
cat. AM51331) o un siRNA control negativo (No. cat. AM4611) sintetizado por Ambion/Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA) con el reactivo de transfeccion HiPerFect (No. cat. 301705;
Qiagen, Hilden, Alemania), segun la recomendacion del fabricante. Brevemente, antes de la

transfeccion se reemplaz6 el medio de cultivo con 200 uL de medio de cultivo completo y

fresco. Se diluyeron 75 ng siRNA en 200 puL de medio de cultivo sin suero (para una
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concentracion final del siRNA de 10 nM); se afladieron 12 uL de HiPerFect a la dilucion y se
mezclé mediante vértex. Las mezclas de incubaron por 10 min a temperatura ambiente para
permitir la formacion de complejos de transfeccion, tras lo cual se afiadieron a las células en
cultivo mediante goteo. Se agité gentilmente la placa de cultivo para asegurar una distribucion
uniforme de los complejos y se incubd a 37 °C por 6 h. Se afiadieron 800 uL de medio completo
a las células para un volumen final de 1200 uL por pozo y se incubaron por 2 dias, tras los
cuales se reemplazo el medio de cultivo. Estas células fueron inducidas a EndMT o activadas

con TNFa para su evaluacion posterior.

Western blot. Se lisaron las HAECs con buffer de lisis RIPA, que contiene 150mM NacCl, 1%
Triton X-100, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 (No. cat. R0278;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) con mini-tabletas de inhibidores de proteasas (aprotinina,
bestatina, E-64, leupeptina, AEBSF y pepstatina A) (No. cat. A32955; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) en frio durante 30 min. Se centrifugaron los lisados a 20,817 g durante 10
minutos a 4 °C y se transfirieron los sobrenadantes a nuevos tubos Eppendorf. Para la
obtencién de extractos citoplasmicos y extractos nucleares, se utilizé un kit de extraccion
nuclear (No. cat. 40010; Active Motif, Carlsbad, CA) de acuerdo con el protocolo. Brevemente,
se resuspendieron las HAECs en buffer hipotonico 1X en frio durante 15 min y se centrifugaron
durante 30 segundos a 20,817 g; se transfirieron los sobrenadantes (fraccién citoplasmica) a
tubos Eppendorf pre-enfriados. Se resuspendieron los pellets nucleares en buffer de lisis
‘complete”, que contiene 10 mM DTT, buffer de lisis AM1 y coctel de inhibidores de proteasas,
en frio durante 30 min y se centrifugaron durante 10 min a 20,817 g; se transfirieron los
sobrenadantes (fraccion nuclear) a tubos Eppendorf pre-enfriados. La cantidad de proteina se

cuantifico mediante un kit de ensayo de acido bicinconinico (BCA, del inglés bicinchoninic acid)
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(No. cat. 23225; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se emplearon 15-20 ug
de proteina por cada condicion experimental. Se realizé electroforesis en gel de acrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) de gradiente 4-12% (No. cat. NPO335BOX, Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA), que se electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa (No.
cat. 1704270; BioRad Laboratories, Hercules, CA). Las membranas se bloquearon con leche
al 5% en PBS-Tween durante 1 h y se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se incubaron con el anticuerpo
secundario fluorescente anti-conejo (No. cat. 926-32213; 1:10000) o anti-ratén (No. cat. 926-
32212; 1:10000) acoplados a IRDye 800CW, o anti-conejo (No. cat. 926-68071; 1:10000) o
anti-raton (No. cat. 926-68072; 1:10000) acoplados a IRDye 680RD, obtenidos de LI-COR
Biosciences (Lincoln, NE), durante 1 h a temperatura ambiente. Se detectaron las bandas
fluorescentes mediante un escaner LI-COR Odyssey CIx. Se determiné la densidad de cada
banda con apoyo del programa Image J 1.53k y se normaliz6 para las proteinas de carga

GAPDH, tubulina (fraccion citoplasmica) o lamina B1 (fraccion nuclear).

Inmunofluorescencia. Las HAECs se sembraron sobre cubreobjetos recubiertos de 0.2%
gelatina porcina colocados de placas de cultivo de 24 pozos (50,000 células/pozo) y se
estimularon con 25 ng/mL TNFa por 0y 15 min. Se fijaron las células en 4% paraformaldehido
(PFA) diluido en PBS durante toda la noche a 4°C; se realizaron tres lavados con PBS de 5
min cada uno, se permeabilizaron las células con 0.2% Triton X-100 durante 10 min y se
realizaron tres nuevos lavados con PBS de 5 min cada uno. Se bloquearon los cubreobjetos
con 0.2% gelatina porcina durante 30 min y se incubdé el anticuerpo primario durante 1 h en
una camara humeda a 37 °C. Se realizaron tres lavados con PBS de 5 min cada uno; se incub6

el anticuerpo secundario anti-conejo (No. cat. A27039; 1:400) acoplado a Alexa Fluor 555
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obtenido de Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA) durante 30 min a 37 °C y se
realizaron tres nuevos lavados con PBS de 5 min cada uno. Se tifieron los nacleos con 1:1000
Hoechst 33342 (No. cat. H3570; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) diluido en
PBS en el segundo lavado durante 10 min a temperatura ambiente. Se montaron los
cubreobjetos en portaobjetos de vidrio con la solucién ProLong Gold (No. cat. P36930;
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se obtuvieron las imagenes en un
microscopio confocal Leica. Se cuantifico la intensidad de fluorescencia en el compartimiento

nuclear con apoyo del programa Image J 1.53k.

Ensayo de migracion celular. Las HAECs se sembraron sobre placas de cultivo de 12 pozos
recubiertos de 0.2% gelatina porcina (150,000 células/pozo) y se dejaron adherir durante toda
la noche. Se practicé una herida sobre la monocapa celular con la punta de una micropipeta;
se lavaron las células con PBS y se trataron con 25 ng/mL TNFa por 0, 4, 8 y 10 h, o bien, con
5uM BMS-345541 2h antes del estimulo con 25 ng/mL TNFa por O y 10 h, con cuatro
diferentes condiciones experimentales: sin tratamiento, 25 ng/mL TNFa, 5 uM BMS-345541 y
la combinaciéon TNFa + BMS-345541. Se transfectaron las HAECs transitoriamente con un
siRNA  dirigido  especificamente contra la PTP1B  humana (sentido: 5'-
GGAUUAAACUACAUCAAGATT-3, antisentido: 5-UCUUGAUGUAGUUUAAUCCGA-3’) (No.
cat. AM51331) o un siRNA control negativo (No. cat. AM4611) sintetizado por Ambion/Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA) como se describio previamente y se incubaron durante 1 dia.
Se sembraron las células transfectadas en placas de cultivo de 12 pozos recubiertas de 0.2%
gelatina porcina (150,000 células/pozo) y se dejaron adherir durante toda la noche. Se practico
una herida sobre la monocapa celular con la punta de una micropipeta; se lavaron las células

con PBS y se trataron con 25 ng/mL TNFa por 0 y 10 h. Se adquirieron las imadgenes en un
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microscopio de luz ECHO Lite. Se calculo el porcentaje de cierre de herida en cada condicién
experimental tomando como referencia el &rea de la herida a las 0 h, con apoyo del programa

Image J 1.53k.

Analisis estadistico. Las variables cuantitativas se expresaron como mediana e intervalo
intercuartil y para comparar las diferencias entre grupos se utilizé la prueba no paramétrica U
de Mann Whitney. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p<0.05. El analisis

estadistico se realizo con apoyo del programa GraphPad Prism 9.5.0.
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RESULTADOS



1. TNFa promueve EndMT e incrementa la expresion de PTP1B en HAECs.

PTP1B desempeiia un papel crucial en la disfuncion endotelial inducida por inflamacion, como
lo sugieren reportes recientes (160, 167, 168). Sin embargo, el papel de PTP1B durante la
EndMT inducida por inflamacion hasta ahora resulta poco claro. Para estudiar la posible
participacion de PTP1B en la EndMT inducida bajo condiciones inflamatorias, establecimos un

modelo de EndMT inducido por TNFa en CEs humanas.

Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por O, 2, y 4 dias. Evaluamos la
induccion de EndMT mediante la pérdida de los marcadores endoteliales y la expresion de
marcadores mesenquimales por Western blot (Fig. 1A). Encontramos que los marcadores
endoteliales, VE-cadherina, CD31 y eNOS, disminuyeron sus niveles de expresién en funcion
del tiempo tras el tratamiento con TNFa. En contraste, la expresion del marcador mesenquimal
N-cadherina y del factor de transcripcion TWIST1 se incremento en funcién del tiempo tras el
tratamiento con TNFa. Los factores de transcripcion Snail y ZEB1 presentaron un pico en su
expresion después de 2 dias de tratamiento con TNFa con una discreta disminucion en el dia

4 (Fig. 1A).

Después evaluamos los cambios morfolégicos de las HAECs tratadas con 25 ng/mL
TNFa por 4 dias. Las HAECs no estimuladas mantuvieron su morfologia normal de “patrén de
calle empedrada” tras 0 y 4 dias en cultivo. En contraste, el TNFa gener6é HAECs en forma de

huso tras 4 dias de tratamiento, mismas que corresponden al fenotipo mesenquimal (Fig. 1B).

Después evaluamos el efecto de TNFa en la expresion de PTP1B por Western blot.
Observamos un incremento en la expresion de PTP1B en el dia 2 de tratamiento con TNFa y
sus niveles se mantuvieron constantes hasta el dia 4 (Fig. 1C).
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Fig. 1 TNFa promueve EndMT e incrementa PTP1B en CEs humanas. A TNFa induce EndMT en HAECs. Se
estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 2, y 4 dias. Se realiz6 Western blot para detectar los niveles de
expresion de los marcadores endoteliales, VE-cadherina, CD31y eNOS, el marcador mesenquimal, N-cadherina,
y los factores de transcripcion, Snail, ZEB1 y TWIST1. Los niveles de expresién de proteina se normalizaron
para GAPDH. B TNFa induce cambios morfolégicos en HAECs consistentes con el fenotipo mesenquimal. Se
estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 4 dias. Se adquirieron las imagenes en un microscopio de luz
ECHO Lite. C TNFa promueve la expresion de PTP1B en HAECs. Se trataron HAECs con 25 ng/mL TNFa por
0, 2y 4 dias. Se realizé Western blot para detectar los niveles de expresion de PTP1B. Los niveles de expresion
de proteina se normalizaron para GAPDH. D TNFa acelera la migracién celular en HAECs. Se evalud la
migracién celular en un ensayo de cierre de herida. Se trataron HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 4, 8 y 10 h.

Se adquirieron las imagenes en un microscopio de luz ECHO Lite.

Finalmente, investigamos el efecto de TNFa en la migracion de HAECs en un ensayo
de cierre de herida como una caracteristica de la EndMT (Fig. 1D). Tratamos las HAECs con
25 ng/mL TNFa por 0O, 4, 8, y 10 h. Observamos que las HAECs practicamente cerraron la
herida a las 10 horas del tratamiento con TNFa en comparacion con las células no
estimuladas, que mostraron un trazo remanente de la herida (Fig. 1D). Por lo tanto, nuestros
resultados indican que TNFa induce EndMT con un concomitante aumento en la expresion de
PTP1B y un incremento en la migracién celular, lo cual es consistente con el fenotipo

mesenquimal en HAECs.

2. Efecto de TNFa en la activacién de NF-xB, Akt, MAPKs (Erk1/2 y p38) en HAECs.

NF-«B es considerada la principal via de sefalizacion proinflamatoria de citocinas como TNFa
e IL-1B (79, 169). Tras haber demostrado que TNFa induce EndMT, evaluamos la activacion
de NF-«B mediante la fosforilacion de su subunidad p65 en S536 tanto en el extracto

citoplasmico como en el extracto nuclear de HAECs por Western blot.
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Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 5, 15, 30, 60 y 120 min (Fig. 2A).
Se observo un incremento en NF-kB pp65-S536 tras 5 min de tratamiento con TNFa en las
fracciones proteicas citoplasmica y nuclear. NF-kB p65 no presenté cambios en su expresion
en la fraccion citoplasmica tras el tratamiento con TNFa. Sin embargo, NF-kB p65 se
incrementd en la fraccion nuclear tras 5 min de tratamiento con TNFa y disminuy6 después de

15 min, tras lo cual se mantuvo estable hasta los 120 min (Fig. 2A).

La traslocacion nuclear de NF-kB p65 fue corroborada por inmunofluorescencia (Fig.
2B-C). Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 15 min (Fig. 2B-C). En ausencia de
TNFa, NF-xB p65 se localizé en el citoplasma en su forma inactiva, mientras que el estimulo
con TNFa por 15 min indujo la traslocacion nuclear de NF-kB p65 de manera significativa (Fig.

2B-C).

Normalmente, NF-xB p65 reside en el citoplasma unido a su inhibidor IkBa.. Un paso
temprano en la activacion de NF-kB requiere la fosforilacién del complejo de cinasas IKKo/p y
las IKKs activadas fosforilan a IkBa. Posteriormente, NF-kB es liberado y traslocado al nucleo
(79, 85). Evaluamos el efecto de TNFa sobre la degradacion de IkBa por Western blot (Fig.
2C). Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 5, 15, 30, 60 y 120 min. La
degradacion de IkBa se observé tan pronto como a los 5 min de tratamiento con TNFa y

alcanzé su nivel minimo a los 15 min, tras lo cual se mantuvo estable (Fig. 2C).
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Fig. 2 TNFa activa NF-xB, Akt y MAPKs (Erk1/2 y p38) en HAECs. A TNFa activa NF-kB en HAECs. Se
estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 5, 15, 30, 60, y 120 min. Se realiz6 Western blot para detectar la
fosforilacion de NF-xkB pp65-S536 y los niveles de expresion de NF-kB p65 en las fracciones citoplasmica y
nuclear. La pureza de ambas fracciones celulares se validé mediante el andlisis de expresion de tubulina y lamina
B1 por Western blot. B-C TNFa induce la traslocacion nuclear de NF-xB p65 en HAECs. Se estimularon HAECs
con 25 ng/mL TNFa por 0 y 15 min. Se realiz6 inmunofluorescencia para visualizar NF-xB p65 y se obtuvieron
imagenes de microscopia confocal. Se compararon las medianas con intervalo intercuartil de la intensidad de
fluorescencia en el compartimiento nuclear entre ambas condiciones experimentales (**** = p<0.0001). D TNFa
promueve la degradacion de IkBa en HAECs. Se estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 5, 15, 30, 60, y
120 min. Se realizé Western blot para detectar los niveles de expresién de IkBa. Los niveles de expresion de
proteina se normalizaron para GAPDH. D TNFa activa Akt y MAPKs (Erk1/2 y p38) en HAECs. Se estimularon
HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0, 5, 15, 30, 60, y 120 min. Se realizé Western blot para detectar la fosforilacion
de pAkt-S473, pErk1/2-T202/Y204 y pp38-T180/Y182. Los niveles de expresion de proteina se normalizaron para

las formas totales de Akt, Erk1/2 y p38, respectivamente, asi como para tubulina.

TNFa activa diversas vias atipicas de sefalizacion, como las MAPKs y PI3K/Akt, las
cuales refuerzan sus efectos biologicos (75, 102, 130). Evaluamos la activacién de moléculas
transductores de sefal inducidas por TNFa en HAECs. Se estimularon las HAECs con 25
ng/mL TNFa por 0O, 5, 15, 30, 60 y 120 min y se midio la fosforilacion de pAkt-S473, pp38-
T180/Y182 y pErk1/2-T202/Y204 por Western blot (Fig. 2D). Encontramos un discreto
incremento en la fosforilacion de pAkt-S473 después de 15 min de tratamiento con TNFa;
pp38-T180/Y182 se elevo tras 5 min de tratamiento con TNFa y mostro un pico en su expresion
a los 15 min y pErk1/2-T202/Y204 mostré una tendencia al alta entre los 5 y los 15 min de
tratamiento con TNFa, regresando a sus niveles basales a los 30 min (Fig. 2D). Por lo tanto,
TNFa promueve la activacion de las vias NF-kB/Akt/p38/Erk1/2, que potencialmente participan

en la EndMT.
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3. Lainhibicion de IKKp interfiere con la activacion NF-xB/Akt/Erk1/2 y la expresion de

PTP1B inducidas por TNFa en HAECs.

Tras observar que TNFa promueve EndMT a través de la activacion de NF-xB p65, evaluamos
si al interferir con la activacion de NF-kB p65 a través de la inhibicion de IKKpB, pueden

afectarse la EndMT y la expresion de PTP1B inducidas por TNFa.

Empleamos el inhibidor especifico de IKK(, BMS-345541, para tratar las HAECs antes
del estimulo con 25 ng/mL TNFa por 0 y 5 min. Evaluamos la activacion de NF-xB mediante
la fosforilacion de NF-xB pp65-S536 tanto en el extracto citoplasmico como en el extracto
nuclear de HAECs por Western blot (Fig. 3A). El estimulo con TNFa incremento la fosforilacion
de NF-xB pp65-S536 en las fracciones citoplasmica y nuclear, asi como la expresion nuclear
de NF-kB p65. La presencia del 5 uM BMS-345541 se asocié a una disminucion en la

fosforilacion de NF-xB pp65-S536 inducida por TNFo en ambas fracciones proteicas (Fig. 3A).

Después determinamos el efecto de la inhibicion de IKKB en la degradacion de IkBa
por Western blot. Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 15 min y evaluamos
la fosforilacion de plkBa-S32/36 y la expresion de IkBa (Fig. 3B). El estimulo con TNFa
incremento la fosforilacion de plkBa-S32/36 y disminuy6 la expresion de IkBa (Fig. 3B, carril
2). La presencia de 5 uM BMS-345541 disminuy0 la fosforilacion de plkBa-S32/36 inducida
por TNFa (Fig. 3B, carril 4). Aunque el BMS-345541 no previno la degradacion de IkBa. tras el

estimulo con TNFa, su presencia incremento la expresion basal de IkBa (Fig. 3B, carril 3).

66



A

Fraccion citoplasmica  Fraccion nuclear
0 5 0 5 0 5 0 5 Tiempo (min)
1 1277099 906 1 9.8 0.76 7.61
— — == ° = NF-xB pp65-S536
1 115 088 099 1 275 1.19 2.08
—_—— — NF-xB p65
—— — — Tubulina
— — — — Lamina B1
=+ - + = + - + TINFa
= & #HE ¥ = = + + BMS-345541
0 15 0 15 Tiempo (min)
1 9.71 0.67 0.9
| W N oo plkBoi-S32/36
1 0.09 144 0.09
— — lxBa
S S s se®  GAPDH
- + - + TNFa
. - + +  BMS-345541
0 2 0 2 Tiempo (dias)
1 153 143 1.03
S PTP1B
S S S s ADPDH
- + - +  TNFo
- + +  BMS-345541
0 15 0 15  Tiempo (min)
1 136 098 0.98
S B bt owd Akt-S473
N St — Akt
1 24 051 27
L — == pp38-T180/Y182
- —
1 151 028 0.79
v o wees  PERK1/2-T202/Y204
- eSS ERKI2
—— eseme e ww® GAPDH
- + - + TNFo
- - + + BMS-345541

67



Fig. 3 Lainhibicion de IKKp atenua la activacion NF-kB/Akt/Erk1/2 y la expresion de PTP1B inducidas por
TNFa en HAECs. A La inhibicién de IKK(B atenua la activacion NF-xB inducida por TNFa en HAECs. Se
estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 5 min. Se realizé Western blot para detectar la fosforilacion de
NF-xB pp65-S536 y los niveles de expresion de NF-xB p65 en las fracciones citoplasmica y nuclear. La pureza
de ambas fracciones proteicas se validé mediante el andlisis de expresion de tubulina y lamina B1 por Western
blot. B La inhibicion de IKKp disminuye la fosforilacion de IkBa-S32/36 inducida por TNFa e incrementa IkBo en
HAECs. Se estimularon HAECs con 25 ng/mL TNF por 0 y 15 min. Se realizé Western blot para detectar la
fosforilacion de plkBo-S32/36 y los niveles de expresion de IkBa. Los niveles de expresion de proteina se
normalizaron para GAPDH. C La inhibicion de IKKB disminuye la expresion de PTP1B inducida por TNFo en
HAECs. Se estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 2 dias. Se realizé Western blot para detectar los
niveles de expresion de PTP1B. Los niveles de expresion de proteina se normalizaron para GAPDH. D La
inhibicion de IKK disminuye la activacion de Akt y Erk1/2 inducida por TNFa en HAECs. Se estimularon HAECs
con 25 ng/mL TNFa por 0y 15 min. Se realizé Western blot para detectar la fosforilacion de pAkt-S473, pErk1/2-
T202/Y204 y pp38-T180/Y182. Los niveles de expresion de proteina se normalizaron para las formas totales de

Akt, Erk1/2 y p38, respectivamente, asi como para GAPDH.

Para investigar si la inhibicion de IKKp interfiere con la expresion de PTP1B inducida
por TNFa, evaluamos el efecto de BMS-345541 en la expresion de PTP1B por Western blot
(Fig. 3C). Se estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 2 dias. Encontramos que el
tratamiento con TNFa durante 2 dias promovié un incremento en la expresion de PTP1B (Fig.
3C, carril 2). La presencia de 5 uM BMS-345541 por si solo incremento la expresion basal de
PTP1B (Fig. 3C, carril 3). La combinacion de BMS-345541 con TNFa previno el incremento
en la expresion de PTP1B promovido por TNFa (Fig. 3C, carril 4). Estos hallazgos sugieren

gue la expresion de PTP1B inducida por TNFa es dependiente de la activacion de NF-«xB.

Finalmente, determinamos si la activacién de NF-kB influye directamente en otras vias
de sefializacion atipicas inducidas por TNFa potencialmente implicadas en EndMT. Se
estimularon las HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0y 15 min y se evaluo la fosforilacién de pAkt-
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S473, pp38-T180/Y182 y pErk1/2-T202/Y204 por Western blot (Fig. 3D). El tratamiento con
TNFa incremento la activacion de Akt, p38 y Erkl/2. La presencia de 5 uM BMS-345541
previno la fosforilacion de pAkt-S473 y, en menor medida, de pErkl/2-T202/Y204. En
contraste, la fosforilacion de pp38-T180/YTyrl82 inducida por TNFa no se modifico en
presencia de BMS-345541 (Fig. 3D). Por lo tanto, la inhibicion de IKKB disminuyd la activacion

de NF-kB/Akt/Erk1/2 y la expresion de PTP1B inducidas por TNFa.

4. Lainhibicion de IKKB reduce la EndMT inducida por TNFa.

Tras demostrar que la inhibicion de IKKB disminuye la activacion de NF-«B/AKt/Erk1/2 y la
expresion de PTP1B inducidas por TNFa, nos planteamos si la inhibicion de IKKB también

reduce la EndMT inducida por TNFa.

Se trataron las HAECs con 5 uM BMS-345541 antes del estimulo con 25 ng/mL TNFa
por 0 y 15 min. Se evalud la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 por Western blot (Fig. 4A).
El estimulo con TNFa indujo la fosforilacion pVE-cadherina-Y685 (Fig. 4A, carril 2). El
tratamiento con 5 uM BMS-345541 por si solo incrementd discretamente la pVE-cadherina-
Y685 (Fig. 4A, carril 3). La combinacion de BMS-345541 con TNFa previno la induccion de
pVE-cadherina-Y685 por TNFa; solamente se observo la fosforilacion promovida por el BMS-

345541 por si solo (Fig. 4A, carril 4).
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Fig. 4 La inhibicion de IKKB reduce la EndMT inducida por TNFa en HAECs. A La inhibicion de IKKf inhibe
la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 inducida por TNFa en HAECs. Se estimularon HAECs con 25 ng/mL
TNFa por 0y 15 min. Se realiz6 Western blot para detectar la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685. Los niveles
de expresién de proteina se normalizaron para VE-cadherina total y GAPDH. B La inhibicién de IKK{ reduce la
EndMT inducida por TNFa en HAECs. Se estimularon HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 2 dias. Se realizé
Western blot para detectar los niveles de expresion del marcador mesenquimal, N-cadherina, y los factores de
transcripcion, Snaily TWISTL. Los niveles de expresion de proteina se normalizaron para GAPDH. C La inhibicién
de IKKp disminuye la migracién celular promovida por TNFa en HAECs. Se evalu6 la migracién celular en un
ensayo de cierre de herida. Se trataron HAECs con 25 ng/mL TNFa por 0 y 10 h. Se adquirieron las imagenes

en un microscopio de luz ECHO Lite.

Después evaluamos el efecto de la inhibicion de IKKp sobre la EndMT inducida por
TNFao. Se trataron las HAECs con 5 uM BMS-345541 antes del estimulo con 25 ng/mL TNFa
por Oy 2 dias. Evaluamos la expresion del marcador mesenquimal, N-cadherina y los factores
de transcripcion, Snail y TWIST1, por Western blot (Fig. 4B). Encontramos que N-cadherina,
Snail y TWIST1 incrementaron su expresion tras el tratamiento con TNFoa. BMS-345541 por si
solo indujo la regulacion a la baja de estas tres moléculas. La combinacion de BMS-345541

con TNFa redujo el incremento de N-cadherina, Snail y TWIST1 inducido por TNFa (Fig. 4B).

Por ultimo, determinamos el efecto de la inhibicion de IKKB en la migracion de HAECs
en un ensayo de cierre de herida como una caracteristica de la EndMT (Fig. 4C). Tratamos
las HAECs con 25 ng/mL TNFa por O y 10 h. Observamos que las HAECs préacticamente
cerraron la herida tras 10 h de tratamiento con TNFa, mientras que las células no tratadas
mostraron un trazo remanente de la herida. La presencia de 5 uM BMS-345541 retraso el
cierre de la herida tanto en células no estimuladas, como en células estimuladas con TNFa
por 10 h (Fig. 4C). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la inhibicion de IKKp reduce la

EndMT inducida por TNFa.
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5. El silenciamiento de PTP1B disminuye la EndMT inducida por TNFa.

La EndMT inducida por TNFa se asocio a un incremento en los niveles de expresion de
PTP1B. La EndMT vy la expresién de PTP1B inducidas por TNFa disminuyeron al inhibir NF-
kB. Ademas, reportes previos indican que PTP1B modula la integridad del complejo de VE-
cadherina manteniendo niveles bajos de fosforilacion en residuos de pTyr (104, 156, 158). Nos
planteamos evaluar el efecto del silenciamiento de PTP1B en la EndMT promovida por TNFa

en HAECs.

Se estimularon las HAECs transfectadas con un siRNA contra PTP1B o un siRNA
control negativo con 25 ng/mL TNFa durante O, 2 y 4 dias. Evaluamos la fosforilacion de pVE-
cadherina-Y685 y la expresion de los marcadores endoteliales, VE-cadherina, CD31 y eNOS,
el marcador mesenquimal, N-cadherina, y los factores de transcripcién, Snail y TWIST1, por

Western blot (Fig. 5A).

Encontramos que en las HAECs transfectadas con el siRNA control negativo, la
fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 se increment6 en funcion del tiempo. VE-cadherina,
CD31 y eNOS disminuyeron su expresion en funcion del tiempo tras el tratamiento con TNFa.
N-cadherina se incrementé en funcion del tiempo. La expresién de Snail y TWIST1 presento
un pico en su expresion tras 2 dias de tratamiento con TNFa, con una discreta disminucion en

el dia 4.
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Fig. 5 El silenciamiento de PTP1B disminuye la EndMT inducida por TNFa en HAECs. A El silenciamiento
de PTP1B reduce la EndMT inducida por TNFa en HAECs. Se estimularon HAECs transfectadas con un siRNA
contra PTP1B o un siRNA control negativo con 25 ng/mL TNFa por 0, 2 y 4 dias. Se realizd6 Western blot para
detectar la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 y los niveles de expresién de los marcadores endoteliales, VE-
cadherina, CD31 y eNOS, el marcador mesenquimal, N-cadherina, y los factores de transcripcién, Snail y
TWIST1. Los niveles de expresion de proteina se normalizaron para GAPDH. B El silenciamiento de PTP1B
incrementa la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 inducida por TNFo en HAECs. Se estimularon HAECs
transfectadas con un siRNA contra PTP1B o un siRNA control negativo, con 25 ng/mL TNFa por O y 15 min. Se
realiz6 Western blot para detectar la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685. Los niveles de expresién de proteina
se normalizaron para VE-cadherina total y GAPDH. C El silenciamiento de PTP1B tiene un papel limitado en la
activacion de Akt y MAPKs (p38 y Erk1/2) inducida por TNFa en HAECs. Se estimularon HAECs transfectadas
con un siRNA contra PTP1B o un siRNA control negativo, con 25 ng/mL TNFa por 0 y 15 min. Se realiz6 Western
blot para detectar la fosforilacion de pAkt-S473, pErk1/2-T202/Y204 y pp38-T180/Y182. Los niveles de expresion
de proteina se normalizaron para las formas totales de Akt, Erk1/2 y p38, respectivamente, asi como para
GAPDH. D El silenciamiento de PTP1B disminuye la migracion celular inducida por TNFa en HAECs. Se evalué
la migracion celular en un ensayo de cierre de herida. Se estimularon HAECs transfectadas con un siRNA contra
PTP1B o un siRNA control negativo con 25 ng/mL TNFa por 0 y 10 h. Se adquirieron las imagenes en un

microscopio de luz ECHO Lite.

En contraste, en las HAECs silenciadas para PTP1B se observé un incremento en la
fosforilacién basal de pVE-cadherina-Y685, que se mantuvo practicamente sin cambios tras el
tratamiento con TNFa. Se observé un discreto incremento en la VE-cadherina total tras el
tratamiento con TNFa en las HAECs silenciadas para PTP1B, lo que sugiere una reversion en
su degradacion durante la EndMT. El silenciamiento de PTP1B increment6 la expresion basal
de CD31y eNOS e incremento los niveles de CD31 en respuesta a TNFa por 2y 4 dias y los
niveles de eNOS en respuesta a TNFa por 4 dias. Ademas, el silenciamiento de PTP1B

también disminuyo los niveles de N-cadherinay TWIST1 en respuesta a TNFa por 2 y 4 dias
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y retraso el pico en la expresiéon de Snail hasta el dia 4 (Fig. 5A). Estos hallazgos indican que

el silenciamiento de PTP1B previene parcialmente la EndMT inducida por TNFa.

Después evaluamos la fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 tras el tratamiento con
TNFa de manera temprana. Se estimularon las HAECs transfectadas con un siRNA contra
PTP1B o un siRNA control negativo con 25 ng/mL TNFa por O y 15 min. Evaluamos la
fosforilacion de pVE-cadherina-Y685 por Western blot (Fig. 5B). Encontramos que la
fosforilacién de pVE-cadherina-Y685 se incrementdé en HAECs transfectadas con el siRNA
control negativo tras el tratamiento con TNFa (Fig. 5B, carril 2). En contraste, la fosforilacion
de pVE-cadherina-Y685 en las HAECs silenciadas para PTP1B presentd un incremento basal

(Fig. 5B, carril 3) y un discreto aumento tras el tratamiento con TNFa (Fig. 5B, carril 4).

Después evaluamos el efecto del silenciamiento de PTP1B en la activacion de vias de
sefalizacion atipicas de TNFa y potencialmente implicadas en EndMT. Se estimularon las
HAECs transfectadas con un siRNA contra PTP1B o un siRNA control negativo con 25 ng/mL
TNFo por 0 y 15 min y se evalud la fosforilaciéon de pAkt-S473, pp38-T180/Y182 y pErk1/2-
T202/Y204 por Western blot (Fig. 5C). El tratamiento con TNFa incremento la activacion de
Akt, p38 y Erk1/2 en HAECs transfectadas con el siRNA control. En contraste, el incremento
en la fosforilacion de pAkt-S473 y pErk1/2-T202/Y204 tras el tratamiento con TNFa en HAECs
silenciadas para PTP1B fue discretamente menor en comparacion con las HAECs
transfectadas con el siRNA control negativo. El incremento en la fosforilacion de pp38-
T180/Y182 en HAECs silenciadas para PTP1B tras el tratamiento con TNFa se mantuvo
practicamente sin cambios en comparacion con las HAECs transfectadas con el siRNA control

negativo (Fig. 5C). Estos hallazgos sugieren que las vias de sefializacion de Akt, p38 y Erk1/2
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tienen un papel limitado en la disminucién de la EndMT inducida por TNFa que observamos

en ausencia de PTP1B.

Finalmente, evaluamos el efecto del silenciamiento de PTP1B en la migracion de
HAECs en un ensayo de cierre de herida como una caracteristica de la EndMT (Fig. 5D). Se
estimularon las HAECs transfectadas con un siRNA contra PTP1B o un siRNA control negativo
con 25 ng/mL TNFa por 0 y 10 h. Observamos que las HAECs transfectadas con el siRNA
control negativo y estimuladas con TNFa cerraron la herida a las 10 h de tratamiento en
comparacién con las células no estimuladas, que mostraron un trazo remanente de la herida.
En contraste, las HAECs silenciadas para PTP1B mostraron un trazo remanente de la herida
tras el tratamiento con TNFa por 10 h, consistente con una migracion disminuida (Fig. 5D).

Por lo tanto, el silenciamiento de PTP1B disminuye la EndMT promovida por TNFa.
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DISCUSION

La EndMT es un proceso bioldgico que representa el enlace entre la disfuncion endotelial e
inflamacion y constituye un evento clave en la fisiopatogenia de la aterosclerosis y otras
enfermedades relacionadas con fibrosis, vasculopatia e inflamacion (8, 9, 13, 21, 24-26, 28,
31). Este fendmeno es promovido por muchos mediadores inflamatorios y estan implicadas
diversas vias de sefalizacion, como NF-xB (10, 11). La fosfatasa de tirosina PTP1B se
produce bajo condiciones inflamatorias y regula diferentes vias de sefalizacion relacionadas
con inflamacion (129-131, 146, 147). También se ha implicado en la disfunciéon endotelial y
aterosclerosis (160, 161, 165, 167, 168). Sin embargo, su participacion en la EndMT promovida

por inflamacion hasta este momento resulta poco claro.

En el presente estudio, establecimos un modelo de EndMT inducido por TNFa en CEs
humanas con el fin de determinar la posible implicaciéon de PTP1B en este fendmeno. Nuestro
modelo de EndMT se caracterizé por la regulacion a la baja de los marcadores endoteliales,
VE-cadherina, CD31 y eNOS, asi como la regulacién al alta del marcador mesenquimal, N-
cadherina, y de los factores de transcripcion relacionados a EndMT, Snail, TWIST1 y ZEB1.
De manera concomitante, detectamos un incremento en los niveles de expresién de PTP1B.
NF-kB y otras vias atipicas relacionadas con TNFa, como PI3K/Akt y las vias de MAPKs p38
y Erk1/2, se activaron de manera temprana durante este proceso. La inhibicion de IKKf atenud
la activacion de estas vias de sefalizacién y la EndMT promovidos por TNFa, asi como el
incremento en PTP1B. Ademas, el silenciamiento de PTP1B disminuy® la polarizacién de CEs

hacia el fenotipo mesenquimal en condiciones inflamatorias.
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Varios mediadores inflamatorios inducen EndMT a través de la activacion de factores
de transcripcion asociados con EndMT, como Snail, ZEB1 y TWIST1 (9, 10). De acuerdo con
lo anterior, en nuestro modelo in vitro TNFa promovio la EndMT a través de la activacion de
estos factores de transcripcion, que favorecieron la regulacion a la baja de marcadores
endoteliales y la regulacién al alta de marcadores mesenquimales. Observamos un pico en la
expresion de Snail y ZEB1 de manera temprana durante la EndMT. Esto sugiere que Snail y
ZEB1 son los principales inductores de la EndMT inducida por TNFa, que se activan de
manera secuencial para favorecer la expresion de otros factores de transcripcion relacionados
a EndMT, tal cual ocurre en la EndMT inducida a través de la via canonica de TGFf (29, 50-
53). De esta manera se favorece la cooperacién témporo-espacial entre los factores de
transcripcion relacionados a EndMT para iniciar y mantener del proceso, como también se ha
descrito entre Snail y TWIST1 en el fendmeno de la EMT (170). También observamos cambios
morfolégicos compatibles con el fenotipo mesenquimal y una capacidad migratoria
incrementada en las CEs estimuladas con TNFa, caracteristicas bien reconocidas de la

EndMT (11, 171).

TNFa promovio la activacion temprana de NF-xB y de otras vias de sefializacion
potencialmente involucradas en EndMT, incluyendo PI3K/Akt y las vias de MAPKs p38 vy
Erk1/2. En efecto, la mayor invasividad y potencial migratorio del fenotipo mesenquimal que
corroboramos en nuestro sistema (9, 13), pueden corresponder al incremento en el eje
TNFa/NF-kB/Snail, como se ha reportado en células tumorales (172, 173), asi como a la
activacion de vias atipicas de sefalizacion relacionadas con TNFa, incluyendo PI3K/Akt y la

MAPK p38 (11, 104, 105).
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La inhibicion de IKKB disminuyd la activacion de NF-xB y de otras vias de sefalizacion,
como Akt y Erk1/2 MAPK, promovida por TNFa. En contraste, no observamos efecto sobre la
activacion de p38 MAPK. Esto concuerda con la participacion de IKKB en cooperacion con
TAK1 en la activacion de la via de las MAPKSs, pero especificamente en la via de Erk1/2 MAPK
(99). La inhibicion de IKKP también previno la polarizacion hacia el fenotipo mesenquimal de
CEs al atenuar la EndMT y la migracion celular. Disminuy6 el incremento de los factores de
transcripcion relacionados a EndMT, Snail y TWIST1, asi como del marcador mesenquimal,
N-cadherina. Nuestros hallazgos resultan consistentes con el efecto protector de la inhibicion
de NF-xB contra la disfunciéon endotelial y aterosclerosis (101, 108-111, 174-177), asi como
con el papel crucial de NF-xB en la EndMT inducida por inflamacion (11, 75). En particular, se
sabe que la expresion de TWIST1 esta directamente regulada por NF-xB (178-180). La
inhibicion de IKKp también disminuy¢ la fosforilacién de VE-cadherina inducida por TNFa, lo
cual confiere estabilidad al complejo de VE-cadherina en las uniones adherentes endoteliales
para mantener la barrera endotelial (157, 159). No obstante, la inhibicion de IKKB por si sola
también incremento los niveles basales de IkBa y aumentod discretamente la fosforilacion de
VE-cadherina. Esto podria corresponder a la activacién de vias de sefalizacion alternas al
inhibir IKKB, como la via no canodnica de NF-xB, la cual es dependiente de la activacion de
IKKa y también estd implicada en la angiogénesis patoldgica y aterosclerosis, ambas

relacionados con EndMT (83, 96, 113).

PTP1B regula muchas vias de sefalizacion asociadas a diferentes citocinas
proinflamatorias (129). Especificamente, PTP1B regula TNFa y la via de NF-xB en diferentes

tipos de células (146, 164, 181, 182). Encontramos que PTP1B incrementa sus niveles de
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expresion durante la EndMT inducida por TNFa y que disminuyen en presencia del inhibidor
de IKKB. Esto concuerda con estudios previos que han reportado un incremento en la
expresion de PTP1B tras el reclutamiento de NF-«B a la region promotora de PTP1B inducido
por TNFa y otros estimulos inflamatorios (130, 131). Cabe sefialar que la inhibicién de IKK
por si sola también aumentd los niveles de PTP1B, lo cual también puede corresponder a un
incremento en su transcripcidon a través de la via no canonica de NF-xB. Esto podria estar
asociado a la activacion de IKKa tras inhibir IKKB y a la subsecuente fosforilacion de p100 por

IKKa, que favorece su proteolisis a NF-kB2 p52 (82, 83).

Como se ha descrito en otras células no inmunes, el silenciamiento de PTP1B
disminuye la activacién de NF-xB (147, 181) con un efecto minimo en otras vias asociadas a
TNFa, como lo observamos en nuestro sistema. Proponemos que PTP1B desfosforila residuos
inhibitorios de pTyr en moléculas que regulan la activacién del complejo IKK, como podria
tratarse del proto-oncogén Src, que se ha postulado como sustrato de PTP1B en Y527 y que
el aumento en su fosforilacion previene la degradacion de IkBa (183). El incremento en la
fosforilacion de Src en Y527 también se relacioné con la disminucion en la sefalizacion
mediada por fibronectina en fibroblastos embrionarios murinos inmortalizados deficientes en

PTP1B (184).

El resultado de este efecto fue la reduccion de la polarizacion de CEs silenciadas para
PTP1B hacia el fenotipo mesenquimal a través de la disminucion de la EndMT y la migracién
celular en condiciones inflamatorias. Aunque observamos un incremento basal en la
fosforilacion de VE-cadherina en Y685 en las CEs silenciadas para PTP1B vy la fosforilacion

desestabiliza el complejo VE-cadherina (156, 158), en condiciones inflamatorias no
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observamos un incremento en su fosforilacion y los marcadores endoteliales incrementaron
su expresion. Esto puede corresponder la disminucion de NF-xB y de los factores de
transcripcion relacionados a EndoMT, como Snail y TWIST1, en ausencia de PTP1B. Se sabe
gue Src fosforila a VE-cadherina en Y685 para incrementar la permeabilidad vascular (151,
156), por lo que el efecto inhibitorio del silenciamiento de PTP1B sobre Src podria explicar
también que la fosforilacion de VE-cadherina en Y685 se mantenga practicamente sin cambios

en condiciones inflamatorias en ausencia de PTP1B.

Nuestros hallazgos son consistentes con reportes previos sobre el efecto de la
deficiencia de PTP1B en la disfuncion endotelial (167, 168). En contraste, Chen y cols
encontraron que la inhibicion de PTP1B en células tumorales promovié la EMT a través del
incremento del eje MAPK p38/GSK3p/Snail. En nuestro sistema, no encontramos incremento
de MAPK p38 ni de Snail (44). Ademas, Zhang y cols reportaron un incremento en la migracién
celular en respuesta al VEGF en CEs silenciadas para PTP1B (105). Estos hallazgos
contrastantes pueden explicarse por nuestro modelo de EndMT inducido por TNFa, el cual es
dependiente de la activacion de NF-kB y su regulacién por PTP1B. Por ultimo, aunque se sabe
que el estrés oxidativo asociado con inflamacion inhibe la actividad de PTP1B (171), el
incremento sostenido en sus niveles de expresion promovidos por NF-kB pueden explicar su

efecto positivo durante la EndMT.

Dados nuestros hallazgos de que el silenciamiento de PTP1B disminuye la EndMT y
que la EndMT representa un enlace entre la inflamacion y la disfuncion endotelial (21), el
presente estudio favorece la evidencia actual del efecto de la terapia blanco contra PTP1B

para prevenir disfuncion endotelial y aterosclerosis (160, 165).
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Aunque nuestro modelo es representativo de la EndMT promovida por TNFa a través
de la activacion de NF-xB y otras vias de sefializacién, este fendbmeno esta influenciado in vivo
por la interaccién con otras citocinas proinflamatorias y sus vias asociadas. Ademas, TNFa
activa otras vias de sefalizacion independientes de NF-xB, como la MAPK p38,
potencialmente envueltas en EndMT y que no se modificaron al silenciar PTP1B (50, 185,

186). La MAPK p38 a su vez favorece la via de NF-kB a nivel transcripcional (85).

Dentro de las limitaciones del presente estudio se encuentra la naturaleza in vitro de
nuestro modelo que, aunque nos permitid caracterizar vias de sefializacion asociadas con
TNFa e implicadas en EndMT, excluye la influencia de otros mediadores inflamatorios y sus
vias de sefalizacion. En este sentido, no se exploraron otras citocinas inflamatorias que
podrian tener efecto sinérgico con TNFa ni otras vias de sefalizacién potencialmente
involucradas durante la EndMT, como la via no canonica de NF-kB. No se analizo el efecto de
la sobreexpresion de PTP1B en CEs en la EndMT inducida por TNFa. Hace falta también
caracterizar los sustratos especificos de PTP1B en la via de NF-xB, como hemos postulado

al proto-oncogén Src en Y527.

Como perspectivas, se deben caracterizar los sustratos de PTP1B en la via de NF-xB
mediante el empleo de una PTP1B mutante inactiva en CEs ante el estimulo inflamatorio. Se
requieren mas estudios para definir el papel en diversas condiciones patolégicas en donde
esta involucrada la EndMT. Para estos estudios, se podria plantear un modelo animal de la
enfermedad con ablacion condicional del gen de PTP1B en el endotelio vascular y analizar su

efecto en términos de fibrosis, vasculopatia e inflamacion. Por ultimo, se necesita la
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generacion de inhibidores especificos de PTP1B que pudieran complementar la terapia

estandar actual para enfermedades en donde esta implicada la EndMT.

En conclusion, TNFa promueve la EndMT en CEs humanas a través de la activacion
temprana de las vias de sefializacion de NF-xB, PI3k/Akty MAPKs (Erk1/2 y p38). PTP1B esta
involucrada en dicho proceso. Estos hallazgos desvelan un mecanismo crucial de disfuncion
endotelial asociada con inflamacion y respaldan la evidencia actual sobre PTP1B como un
posible nuevo blanco terapéutico en la aterosclerosis y otras condiciones patologicas

asociadas con EndMT.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

% TNFa induce EndMT en CEs humanas a través de NF-«xB y otras vias atipicas relacionadas
con TNFa, como PI3K/Akt y MAPKSs (p38 y Erk1/2). Dichas vias de sefializacion se activan
de manera temprana durante la EndMT. Esto favorece la expresion de factores de
transcripcion relacionados a EndMT, como Snail, ZEB1 y TWIST1, que promueven la
pérdida de marcadores endoteliales, como VE-cadherina, CD31 y eNOS, asi como el

incremento en la expresion de marcadores mesenquimales, como N-cadherina.

« De manera concomitante a la EndMT inducida por TNFa en CEs humanas, PTP1B
incrementa sus niveles de expresion. El incremento en PTP1B inducido por TNFa en CEs

humanas durante la EndMT es dependiente de NF-«xB.

« PTP1B favorece la EndMT inducida por TNFa en CEs humanas a través de la expresion
de factores de transcripcion relacionados con EndMT vy el incremento en la fosforilacion de

VE-cadherina.

« PTP1B participa en la EndMT inducida por inflamacion en CEs humanas. Nuestros
hallazgos concuerdan con estudios previos que sugieren el papel de PTP1B en la
disfuncion endotelial inducida por inflamacion, asi como su posible implicacion terapéutica

en la aterosclerosis y otras condiciones patologicas asociadas con EndMT.
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ANEXOS :

|. PREPARACION DE REACTIVOS

CULTIVO CELULAR

Medio de cultivo endotelial. A cada botella de medio de cultivo endotelial EBM-2 (No. cat.
CC-3156; Lonza, Basilea, Suiza) de 500 mL se le extrajeron 25 mL. Dicho volumen se
reemplazd con suero bovino fetal, para una concentracion final del 5%. Se afiadieron las
“SingleQuots” endoteliales EGM-2 (No. cat. CC4147; Lonza, Basilea, Suiza), que contienen: 3

ng/mL EGF, 25.5 pug/mL acido ascorbico, 20 ng/mL VEGF, 4 ng/mL FGF y 20 ng/mL IGF-1,

ademas de 30 ug/mL gentamicina y 15 ng/mL anfotericina-B. Se almacen¢ a 4 °C.

0.2% Gelatina porcina. Se disolvieron 0.1 g de gelatina porcina (No. cat. G1890; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) en 50 mL de agua estéril, para una concentracion final al 0.2%. Se
calenté la mezcla durante 15 seg en horno de microondas a alta potencia, agitando
periédicamente hasta asegurar la completa disolucion. Se filtré la mezcla con filtro para jeringa

de 0.2 um. Se almacend a 4 °C.

100 ng/pl TNFa. Se reconstituydo el TNFo recombinante humano (No. cat. 300-01A;
PeproTech, Rocky Hill, NJ) de 50 ug en 500 uL de 0.1% BSA, para una concentracion final de
100 ng/uL. Se almacenaron alicuotas a -80 °C. Se prepararon soluciones de trabajo de 100
uL, diluyendo 10 uL de la solucién a 100 ng/uL en 90 pL de 0.1% BSA, para una concentracién

final de 10 ng/uL. Se almacenaron a 4 °C durante menos de 1 mes.
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5 uM BMS-345541. Se reconstituydé el BMS-345541 (No. cat. 401840;
Calbiochem/SigmaAldrich, St. Louis, MO) de 1 mg (peso molecular = 483.36 D o g/mol) en
413.8 uL de DMSO, para una concentracion final de 5 mM, de acuerdo con la siguiente

formula:

1 mmel ) (1000 mL)

1 ( (1000mL
i 483.36 mg/ \ 5 mmel

2416.8 ) =0.4138mL = 413.8 uL

Se almacenaron alicuotas a -20 °C. Para realizar los experimentos, se prepararon soluciones
de trabajo de 50 pL diluyendo 10 uL de la solucién a 5 mM en 40 uL de medio de cultivo
endotelial, para una concentracion final de 1 mM. Se almacenaron a 4 °C durante menos de 1

mes.

50 uM PTP1B-siRNA. Se resuspendié el siRNA dirigido especificamente contra la PTP1B
humana (sentido: 5-GGAUUAAACUACAUCAAGATT-3, antisentido: 5’-
UCUUGAUGUAGUUUAAUCCGA-3’) (No. cat.AM51331; Ambion/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) de 5 nmol en 100 uL de agua estéril, para una concentracion final de 50 uM.
Se almacené a -20 °C. Para realizar los experimentos, se prepararon soluciones de trabajo de
10 pL diluyendo 2 uL de la solucidon a 50 uM en 8 uL de agua estéril, para una concentracion

final de 10 uM. Se eliminaron los volumenes sobrantes.
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WESTERN BLOT

1X Buffer de corrimiento. Se diluyeron 50 mL de 20X buffer de corrimiento (No. cat. NPO002;
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) en 950 mL de agua bidestilada, para una

concentracion final al 1X.

1X Buffer de transferencia. Se diluyeron 100 mL de 5X buffer de transferencia (No. cat.
NPO0002; Thermo Scientific, St. Louis, MO) en 300 mL de agua bidestilada y 100 mL de 100%

etanol, para una concentracion final al 1X.

0.1% PBS-Tween. Se diluyé 1 mL de Tween 20 (No. cat. 11TWEEN202; MP Biomedicals,

Solon, OH) en 1 L de PBS, para una concentracion final al 0.1%.

5% BSA. Se pesaron 1.5 g de BSA (No. cat. A9418-500G; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se
afladieron 10 mL de PBS-Tween. Se agit6 la mezcla mediante vortex hasta asegurar la
completa disolucion. Se completd el volumen total de 30 mL de PBS-Tween, para una

concentracion final al 5%. Se almacend a 4 °C.

5% Leche. Se pesaron 2.5 g de leche descremada y se afiadieron 10 mL de PBS-Tween. Se
agité la mezcla mediante vértex hasta asegurar la completa disoluciéon. Se completo el
volumen total de 50 mL de PBS-Tween, para una concentracion final al 5%. Se almacené a 4

°C.

101



INMUNOFLUORESCENCIA

0.2% Tritdn X-100. Se diluyeron 50 pL de Tritdn X-100 (No. cat. 9036-19-5; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) en 25 mL de PBS, para una concentracion final al 0.2%. Se almacend a

temperatura ambiente.

0.2% Gelatina porcina. Se disolvieron 0.1 g de gelatina porcina (No. cat. G1890; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) en 50 mL de agua estéril, para una concentracion final al 0.2%. Se
calenté la mezcla durante 15 seg en horno de microondas a alta potencia, agitando
periddicamente hasta asegurar la completa disolucion. Se filtr6 la mezcla con filtro para jeringa

de 0.2 um. Se almacenéd a 4 °C.
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ABSTRACT NUMBER: 0290

Role of Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B) in Endothelial-to-Mesenchymal Transition

(EndoMT) Promoted by Inflammation: Implications for SLE

Jorge Romo-Tena?, José Esparza-Lopez?, Carmelo Carmona-Rivera®, Luz Blanco*, Mariana
Kaplan?® and Maria de Jesus Ibarra-Sanchez?, INIAMS, National Institute of Health, Bethesda,
2INNSZ / UNAM-RAI, Mexico City, Mexico, 3National Institute of Arthritis and Musculoskeletal
and Skin Diseases, Bethesda, MD, “National Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin

Diseases, Centreville
Meeting: ACR Convergence 2020

Keywords: Atherosclerosis, autoimmune diseases, cytokines, Inflammation, Systemic lupus

erythematosus (SLE)

Background/Purpose: The endothelial-to-mesenchymal transition (EndoMT)
transdifferentiation process can be promoted by several proinflammatory mediators in many
pathological conditions. Recently, it was suggested a crucial role of EndoMT in the
pathogenesis of vasculopathy in systemic lupus erythematosus (SLE). However, it remains
unclear which proinflammatory mediators and signaling pathways promote EndoMT.
Phosphatase Tyrosine Protein 1B (PTP1B) regulates signaling pathways of proinflammatory
cytokines that are known to be involved in EndoMT. Previous works have shown that type |

Interferons (IFNs) are key players in the progression of vascular damage and atherogenesis in
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SLE, but the role of proinflammatory cytokines such as TNF-a in EndoMT remains to be

investigated.

Objective: To elucidate the capacity of TNF-a. as EndoMT inducer and the putative role of

PTP1B in this process.

Methods: Human aortic endothelial cells (HAEC) and human glomerular microvascular
endothelial cells (HGMVEC) were used as model for in vitro induction of EndoMT. These
endothelial cells (ECs) lines were incubated with human recombinant TNF-a (25 ng/ml) for 2
and 4 days. Expression of specific endothelial markers (eNOS, PECAM-1, VE-cadherin) and
mesenchymal (SNAIL1, N-cadherin, a-SMA) markers were analyzed by Western blot (WB).
Canonical activation of TNF-a-induced NF-«B pathway in EndoMT was assessed by
phosphorylation of p65-Ser536, degradation of IkBa and nuclear translocation of p65 by WB
and immunofluorescence (IF), respectively. PTP1B expression changes during EndoMT were
evaluated by WB. CRISPR-Cas9 gene editing assay will be performed to generate PTPN1

knockdown ECs in vitro and corroborate its role in EndoMT.

Results: TNF-a induced EndoMT in both HAEC and HGMVEC by downregulation of endothelial
markers (eNOS, PECAM-1, VE-cadherin) and upregulation of mesenchymal markers (SNAIL1,
N-cadherin, a-SMA). TNF-a induced phosphorylation of NF-xB (p65-Ser 536) and degradation
of IkB-a. Nuclear translocation of p65 was observed as early as 5 min after treatment and
remained in the nucleus up to 1 h. TNF-a-induced EndoMT provoked an increase in PTP1B
levels during the 4 days of EndoMT process. Additionally, PTP1B inhibition by CRISPR-Cas9

system is going to be investigated.
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Conclusion: We established a model of TNF-a-induced EndoMT in the HAEC and HGMVEC
endothelial cell lines. We observed decreased of endothelial markers and upregulation of
mesenchymal markers. Concomitant with these changes of EndoMT markers, we found that
PTP1B increases its expression. Furthermore, we found that NF-kxB canonical signaling
pathway is activated during this process. These findings unveil a putative important pathway in

SLE vasculopathy and suggest novel avenues for intervention.

Romo-Tena J, Esparza-Lopez J, Carmona-Rivera C, Blanco L, Kaplan M, Ibarra-Sanchez M.
Role of Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B) in Endothelial-to-Mesenchymal Transition
(EndoMT) Promoted by Inflammation: Implications for SLE [abstract]. Arthritis Rheumatol.
2020; 72 (suppl 10). https://acrabstracts.org/abstract/role-of-protein-tyrosine-phosphatase-1b-
ptplb-in-endothelial-to-mesenchymal-transition-endomt-promoted-by-inflammation-

implications-for-sle/.
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Tumor Necrosis Factor-o Modulates Endothelial-to-mesenchymal Transition and Increases

Protein Tyrosine Phosphatase 1B

Jorge Romo-Tena?, José Esparza-Lopez?, Carmelo Carmona-Rivera3, Luz P blanco3, Mariana
Kaplan* and Maria de Jesus Ibarra-Sanchez?, YINNSZ / NIAMS, Mexico City, Mexico, 2INNSZ,
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Keywords: Atherosclerosis, cytokines, Inflammation, innate immunity, Tumor necrosis factor
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Background/Purpose: Endothelial dysfunction is a hallmark in the pathogenesis of many
inflammatory diseases. The endothelial-to-mesenchymal transition (EndoMT) is a process
where endothelial cells lose their endothelial features and acquire fibroblast-like phenotype.
EndoMT has been associated with vasculopathy, atherogenesis, and it is promoted by several
proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor a (TNF-o). Protein tyrosine
phosphatase 1B (PTP1B) modulates many signaling pathways associated with inflammatory
mediators and has been associated with endothelial dysfunction and cardiovascular

disturbances. However, it remains unclear the role of PTP1B in TNFa-induced EndoMT.
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Objective. To characterize EndoMT promoted by TNF-a. in human endothelial cells (ECs) and

the putative role of PTP1B in this process.

Methods: Human aortic endothelial cells (HAECs) were used as model for in vitro induction of
EndoMT. These ECs were incubated with human recombinant TNF-a (25 ng/mL) for 2 and 4
days. Expression of endothelial markers (eNOS, CD31, VE-cadherin) and mesenchymal
marker (N-cadherin), and the transcription factors SNAI1, TWIST1 and ZEB1 along with PTP1B
during EndoMT were evaluated by Western blot (WB). Canonical NF-xB pathway activation in
EndoMT was assessed by phosphorylation of p65-Ser536, degradation of I1kB-o. and nuclear
translocation of p65 by WB and immunofluorescence (IF). Inhibition of NF-xB pathway was

assessed by using the IKK-B specific inhibitor BMS-345531 (5 uM).

Results: HAECs underwent EndoMT after 2- and 4-days TNF-a treatment. Expression of
eNOS, CD31 and VE-cadherin were downregulated, and N-cadherin was upregulated as well
as the transcription factors SNAI1, TWIST1 and ZEB1. Concomitant with this process, PTP1B
increased its expression levels. TNF-a induced phosphorylation of NF-xB (p65-Ser 536) and
degradation of IkB-o. Nuclear translocation of p65 was more evident 15 min after treatment.
ECs pre-treated with BMS-345531 before TNF-o addition decreased TNF-a-induced
phosphorylation of NF-xB (p65-Ser 536) and nuclear translocation of p65, and prevented
degradation of 1kB-a.. Furthermore, decreased expression of N-cadherin, SNAI1 and TWIST1

was observed after 2 days of treatment with BMS-345531 + TNF-a.

Conclusion: TNF-o promotes EndoMT in human ECs by activating canonical NF-xB pathway.
During this process PTP1B increases its expression levels. Pharmacological inhibition of IKK-
B attenuated TNF-a-induced NF-kB activation with concomitant inhibition of EndoMT. These
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findings unveil an important pathway in endothelial dysfunction and vasculopathy associated

with inflammatory conditions and suggest novel avenues for intervention.

Romo-Tena J, Esparza-Lopez J, Carmona-Rivera C, Blanco L, Kaplan M, Ibarra-Sanchez M.
Tumor Necrosis Factor-o Modulates Endothelial-to-mesenchymal Transition and Increases
Protein Tyrosine Phosphatase 1B [abstract]. Arthritis Rheumatol. 2021; 73 (suppl 9).
https://acrabstracts.org/abstract/tumor-necrosis-factor-%ce%bl-modulates-endothelial-to-

mesenchymal-transition-and-increases-protein-tyrosine-phosphatase-1b/.
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