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ABREVIATURAS.

Bret- Bromuro de etidio.

CAK- Cinasa activadora de CDK.

CDK- Cinasas dependientes de ciclina

CKiIs- inhibidores de CDK.

c-met- Recebtor del factor de crecimiento de hepatocitos.

DMEM- Dulbecco’s modified Eagle’s medium.

DOTAP- N-{1-(2,3-Diolcoyloxy) prropyl]-N,N,N-trimethylammonium methylsulfate.
DTT- Dithiothreitol.

EDTA- Ethylenediaminetetraacetic acid. ,
EGTA- (Ethylene giycol-bis{B-aminoethyl ether]-N,N,N"N"N-tetraacetic acid).
EGF- Factor de crecimiento epidérmico.

ERKs- Cinasas reguladas por sefiales extracelulares.

G418- Geneticina.

Hep-G2- Linea celular de hepatocarcinoma.

HEPES- (N-[2- Hydroxyethyl] piperazine_N’-[2-ethanesulfonic acid).
HGF- Factor de crecimiento de hepatocitos.

HGFA- Activador de HGF.

HLH- Helix-loop-helix.

IKK- Cinasa de Ix-B.

JAK- Cinasa Janus.

JNK — c-Jun N-terminal cinasa.

KCI- Cloruro de potasio.

KGF- Factor de crecimiento de keratinocitos.

LZ- Zipper de teucina.

MAPK- Proteinas cinasas activadas por mitbgenos.

MgClz- Cleruro de Magnesio. -

NaCl- Cloruro de sodio.

NF-xB- Factor nuclear kappa-B.



NIK- Cinasa inductora de NF«B.
NLS- Sefal de localizacién nuclear.
PBS- Phosfate buffered saline.
Pl-3- Fosfatidilinesitol 3 cinasa.
PMSF- Fenilmetil —sulfonil fluoride.
RHD- Dominio de homologia Rel.
SDS- Dodecil sulfato de sodio.
SFB- Suero fetal de bovino.

SH2- Dominic de homologia SRC 2.
STAT- Transductor de sefales y activador de |a transcripcién.
TBE- Tris borato.

TBS- Tris buffered saline.

TBST- TBS-Tween.

TNFa- Factor de necrosis tumoral a

TRIS- (Tris [Hydroxymethyl] amino-methane).



Rt S

INDICE. .

-Abreviaturas.
"-'H_Resumen. )
. Introduccién:
Factor de crecimiento de hepatocitos.
Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (c-met).
Transduccion de sefiales por el receptor de HGF.
Las vias de proteinas cinasas activadas por mitdgenos.
NF-xB.
Myc.
Myc en transformacion y tumorogénesis.
Myc y apoptosis.
- Ciclo celular,
Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK).
Regulacién de ciclina-CDK por fosforilaciones y defosforilaciones.
Regulacién de CDK por inhibidores.
Regulacian de las ciclinas por protedlisis.

. Alteracion en 1a regulacién del complejo ciclina-CDK en células de cancer.
Justificacion. '

‘. Antecedentes:
El factor de crecimiento de hepatocitos y las vias de MAP cinasas.
El factor de crecimiento de hepatocitos y apoptosis.
El factor de transcripcion NF-xB y proliferacion.
"'+ Hip6tesis.
(- ' Objetivo general
Objetivos particulares.
Metas.
Material y Métodos:

14
16
17
17
19
19
20
21
21
22
23
24
24
24
24
26
27
27

28

29



Cultivo celular,

Curvas de proliferacién.

Transfeccion.

Seleccién de clonas.

Dispersidn.

Ensayo de cinasa.

Extraccion de proteinas: (Extracto nuclear y citosélico).
Extraccion de proteinas totales.

Ensayo de Western Blot. -

Ensayo de movilidad electroforética (EMSA).

Determinacién de la IC50 (Concentracion inhibitoria media).

Ensayo de proteccion de apoptosis.
Tincién con Bromuro de etidio.
Analisis estadistico.

— Resultados.

.Discusioén,
Conclusiones.
_Bibliografia.

29
29
29
30
31
3
32
33

S ERRY

36
37
49
53



RESUMEN.

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), es un factor pleiotropico capaz de
provocar complejas respuestas biolégicas tales como mitogénesis, motogénesis y
morfogénesis en una gran variedad de células epiteliales y endoteliales. Algunas
de estas respuestas pueden ser mediadas por activacion de vias de transduccion
inducidas por estrés, como las vias de MAP cinasas, ( ERKs, JNK/SAPK y p38) y
la via de NF-xB.

El objetivo de este tralbajo fue analizar la participacion de éstas vias en los efectos
provocados por el factor de crecimiento de hepatocitos.

El factor de crecimiento de hepatocitos indujo el crecimiento y dispersién de
células de hepatocarcinoma Hep-G2, e incrementd la capacidad de union de NF-
kB, Io que se observé con ensayos de retardo. NF-xB fue el responsable de la
induccién de la proliferacién, dado a que ésta se bloqued mediante la introduccion
de un dominante negativo del factor. Apoyando estos resultados, se demostré que
los niveles de la proteina myc aumentaron a las 12 y 24 horas en células Hep-G2,
a diferencia de las células transfectadas, al igual que los niveles de la proteina
ciclina E a las 24 horas.

El factor de crecimiento de hepatocitos tuvo efectos mitogénicos y dispersantes en
células de hepatocércinoma (Hep-G2). La via de SAPK no estuvo involucrada en
los efectos provocados por éste factor en este modelo de estudio, y 1a via de NF-
«B participé en el proceso de proliferacién al regular a algunas proteinas del ciclo

celular (myc y ciclinas)



~ INTRODUCCION

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/SF), también conocido como
hepatopoyetina A, factor dispersante, hepatotropina, y factor citotéxico de tumor,
es sintetizado como un precursor inactivo compuesto de 728 aminoacidos, el cual
es procesado proteoliticamente por la enzima urocinasa para dar lugar al
heterodimero activo extracelularmente (Vargas 2000). La proteina madura de HGF
esta compuesta de dos cadenas; una cadena pesada de 60 kDa (a) y una cadena
ligera de 35 KDa {p) (Zamegar 1991).

La cadena a consiste de 4 médulos denominados “kringtes” (K1 (Cys-128-Cys-206
K2 Cys-211-Cys-288, K3 Cys-305-Cys-383, K4 Cys-391-Cys-469) y un dominio
amino terminal (N) gue comprende residuos Glu-30-Asn-121(Dunsmore 1996,
Chirgadze 1998). El primer kringle ha sido identificado como la region minima
necesaria para la union al receptor. La cadena f§ es homéloga al dominio de serina
proteasas, pero carece de actividad enziméatica debido a la sustitucion de dos
aminodcidos en el sitio active. Cuando se expresa la subunidad § por separado es
incapaz de unirse al receptor y es biolégicamente inactiva (Figura 1) (Longati
1996).

HGF es un factor pleiotrépico, capaz de provocar complejas respuestas biolégicas.
Es un potente mitdgeno, estimula el crecimiento de celulas del parénquima
hepético, células epiteiiales y células no epiteliales inciuyendo queratinocitos de
piel, melanocitos y tabulos de rifion, asi como también células endoteliales,
también es un poderoso factor angiogénico “in vivo". Este factor tiene propiedades
quimiotacticas y de dispersion de células epiteliales incrementando su motilidad e
invasividad dentro de matrices extracelulares. HGF es uno de los principales
mediadores de la regeneraciéh de!l higado. Asimismo HGF induce la expansion de
células de carcinoma “in vitro" por lo que también recibe el nombre de factor
dispersante (Longati 1996). Esta citocina es un factor morfogénico que puede
activar y promover la transicién fenotipoca entre monocitos y macréfagos y



estimular el crecimiento y diferenciacion de precursores hematopoyéticos
eritroides. Protege de |a muerte celular a algunos tipos celulares (Liu 1998), y tiene
efectos citostéticos y citotdxicos en algunas células tumorales (Jhonson 1993).
Debido a todas estas propiedades pleiotrépicas, se piensa que HGF juega un
papel critico en el desarrolloy en la renovacion fisiologica de érganocs epiteliales y
de restringidas poblaciones celutares hematopoyéticas, asi como también ha sido
implicado en la patogénesis de varias enfermedades tales como hepatitis, cirrosis,
tumorogénesis y metésfasis (Longati 1996). En la tabla nimero 1 se resumen las
caracteristicas del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Vargas 2000).

RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS (c-MET).

El receptor para el factor de crecimiento de hepatocitos es una tirosina cinasa
codificada por el proto-oncogen c-Met (p190™). La proteina p190™ tiene
caracteristicas estructurales Unicas; estd compuesta por una cadena a de 50 KDa
unida por puentes disulfuro a una cadena § (145 kDa) formando un complejo de
190 KDa. La cadena B contiene el dominic tirosina cinasa asi como también sitios
para la fosforilacion de tirosina y serina. E! receptor para HGF/SF es sintetizado
como un gran precursor (pr170), sufre una giicosilacion co-traduccional y es
procesado por protedlisis para formar las subunidades maduras (Figura 1) (Longati
1996).

El receptor de HGF estd expresado en tejidos epiteliales adultos incluyendo;
higado, intestino, tiroides y rifion. El gen Met se ha encontrado sobre-expresado
en metastasis de carcinoma gastrico humano y en un gran numero de tumores
humanos de origen epitelial. Cambios de la expresion del gen c-met ocurren
durante la progresion de tumores colorectales, adenomas, y en metastasis de
higado. La sobre-expresion del oncogen c-met confiere un crecimiento selectivo a
células neopléasicas durante la progresion del tumor (Longati 1996). En la tabla
namero 2 se resumen las caracteristicas dsl receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos (c-met) (Vargas 2000).



TRANSDUCCION DE SENALEé POR EL RECEPTOR DE HGF (c-met).

La unidén del ligando (HGF) a su receptior en membrana c-met es mediada
principaimente por los dominios N, K1,K2, permitiendo la dimerizacién del receptor
y la transfosforilacion reciproca en multiples sitios de cada monémero. Después el
receptor de HGF, por medio de sus dos fosfotirosinas tocalizadas en el extremo
carboxilo terminal, interactia con multiples efectores citoplasmaticos que
contienen dominios SH2. El efecto pleiotropico mencionado anteriormente puede
ser debido al acoplamiento del receptor a diferentes transductores o a diferentes
combinaciones del mismo grupo de transductores. Un nimero de variables, tales
como diferencias en afinidad, variaciones en |a concentracion local de efectores, o
en niveles de fosforilacién del receptor pueden determinar cual transductor se une
en un memento determinado (Birchmeier 1998).

FIGURA 1; Estructura esguemdtica del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su receplor (p180 *®7), HGF es un
heterodimero off conteniendo 4 mdduics “lringles” en la cadena a. El receptor de HGF es un heterodimero de 180 KDa
compussto de una cadena o extracelular, unida a la cadena B transmembranal por uniones disulfuro, incluyende un dominio
firosing cinasa en e lado citopisamdtico (TKD). El dominio yvidamembranal contiene un residuo de serina (S) ef cual es
fosforiiado como un mecanismo de control negativo de retroalimentacién. Dos tirosinas (Y) en el domindo cinasa regulan la
actividad catalitica sobre la autofosforitacién.



TABLA 1

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE
'~ HEPATOCITOS (HGF).

POLIPEPTIDOS SINONIMOS:
-Factor citotxico de tumor de fibroblastos (F-TCF)

-Factor de crecimiento de hepatacitos (HGF).
-Hepatopoyetina A.

-Hepatotropina.

-Factor dispersante (SF).

POLIPEPTIDOS RELACIONADOS:
-Apolipoproteina (a).

-Factor de coagulacion de la sangre Xlla.
-Proteina estimulante de macréfagos (MSP).
-Plasminégeno.

EFECTOS BIOLOGICOS.

-Mitégeno ’

~-Morfégeno

-Motdgeno

-Inductor de tubulogénesis.

-promotor de invasividad.

LOCALIZACION DEL GEN DE HGF.
-Cromosoma humano 7, bandas 7q11.2-q21
CARACTERISTICAS POLIPEPTIDICAS:
-Precursor monomérico inactivo (pro-HGF).

-Forma heterodimérica (cadenas a/B) después de ia division proteolitica (728aa).
-Varias isoformas (splicing alternativo, truncadas).

-Cuatro dominios Kringles.

-Un dominio serina proteasa inactivo.

-Cuatre sitios potenciales de glicosilacion.

-Sitios de unidn a heparina y glicosaminoglicanos.
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EXPRESION DE HGF.
-Durante el desarrollo de 6rganos (rifién, higado, trofoblasto).

-En el adulto tejido de origen mesodérmico (fibroblastos, células mononucleares
de sangre, plaguetas).
(Vargas y cols. 2000

TABLA 2

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE C-MET.

CARACTERISTICAS POLIPEPTIDICAS DE C-MET.
-Producto de! proto-oncogen c-met.
-polipéptidos sindnimos no conecidos.
-Precursor de 190 KD.
-Proteina madura N-giicosilada.
-Dos subunidades unidas por puentes disuifuro.
Cadena ¢, 50KD, localizacion extracelular.
Cadena p145 KD, localizacion extracelular, transmembranali e intraceiular.
Un dominio tirosina cinasa ininterrumpido en la cadena beta.
POLIPEPTIDOS RELACIONADOQS:
-Receptor tirosina cinasa Ron (ligando MSP).
-Receptor tirosina cinasa Sea.
LOCALIZACION DEL GEN DE C-MET.
-Cromosoma humano 7, bandas 721-q23.
FUNCION BIOLOGICA.
-Receptor Unico para HGF.
EXPRESION DE C-MET.
-Casi todo el epitelio (rifidn, higado, estdmago, intestino delgado, cerebro, mama).
-Ceélulas endoteliales.
-Expresion incrementada en varios carcinomas.
{Vargas y cols. 2000)
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LAS VIAS DE PROTEINAS CINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS (MAPKs,
ERKs, JNK/SAPK).

En una célula la transmision de sefales extracelulares a sus blancos intracelulares
es mediada por una red de proteinas que interactian para gobemar un gran
numero de procesos celulares (Madhani 1998). Una de estas es |a estimulacion
secuencial de varias proteinas cinasas citoplasmaticas, conocidas en conjunto
como la cascada de sefializacion de proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK), las cuales consisten de tres proteinas cinasas actuando en serie: 1) una
cinasa MEK {MEKK), 2) una cinasa de la cinasa de MAP de especificidad dual
{(MAPKK o MEK) vy 3) una MAP cinasa (MAPK). Se han identificado varias vias de
MAP cinasas en levaduras, y al menos tres existen en mamiferos. Las MAP
cinasas de mamiferos incluyen las cinasas reguiadas por sefiales extracelulares
(ERK 1/2) también conocidas como p44 y p42, las cinasas amino-terminales c-
JUN (JNKs) también referidas como SAPK o proteinas cinasas activadas por
estrés, y la cinasa CSBP/RK/Mpk2 también conocida como p38. Estas MAP
cinasas son activadas por una fosforilacion dual sobre motivos Thr-X-Tyr. La
activacion de MAP cinasas es dada por miembros de la familia MEK, que se
encuentran rio arriba. Asi, MEK1 y MEK2 activan ERK1/2, MEK3 y MEKE activan
p38, mientras (JNKK) es capaz de activar JNK asi como también p38 (Figura 2)
(Frost 1994).

Los papeles fisiolégicos de la familia de las MAP cinasas han sido objeto de
multiples éstudios. Entre ellos, ERK1/2 son activados en respuesta a estimulos
extracelulares tales como factores de crecimiento y hormonas para inducir la
proliferacion celular. Por ejemplo, en muchos tipos, celulares, la sefial mitogénica
es transmitida del citoplasma al nucleo por translocacion nuclear de las isoformas
p42/p44 expresadas ubicuamente, y activan un amplio rango de factores de
transcripcion tales como Elk-1. En contraste JNKs y p38 son usualmente
insensibles a sefnales de crecimiento mientras su activacion es dada por citocinas
inflamatorias y estrés ambiental. p38 participa en la fosforilacion de proteinas de
chogue térmico Hsp27, en la expresion de citocinas y en el programa de muerte
celular. Figura 2. {Douziech 1999).
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Las JNKs se identificaron por su habilidad para fosforilar los sitios amino-
terminales de fas proteinas c-Jun y ATF2 (Iaé cuales participan en la activacion y
formacién del complejo AP-1), Las JNKs estan involucradas en respuestas
celulares de estrés, citocinas proinflamatorias, estimulacion mitogénica y estimulos
apoptdticos. El grupo de JNKs consiste de tres miembros (JNK1, JNK2, y JNK3),
cada uno-con multiples isoformas generadas a través de “splicing” alternativo. Las
JNKs son activadas a través de fosforilacion por cinasas especificas de las
cinasas de MAP (JNKK1- también conocidas como SEK1 o MKK4 y JNKK2
también conocidas como SEK2 o MKK7?). La activacion de varias JNKs, JNKKs por
cinasas de las cinasas de la cinasas de MAP, tales como MEKK1, MEKK2,
MEKK3, ASK1, TAK1 y MLK, pueden éctivar JNK en respuesta a multiples
estimulos y regular diferentes sustratos (Figura 2) (Sabapathy 1999).

. ESTIMULD ESTIMULO
NN
ri LY —~
ysre \ \
\ Rac 1,2 .
\ T cfc42Hs
Ha Ras
| MAPKKK
Rafl MEKK 1 ASK 1
g |
-
-~
-
MEK 1,2 JNK: - MEKK3, MKKE MAPKK
MEK. -
Y
T p3@ MAPK
ERK I,2 JHNK 1.2.3

FIGURA 2; Activacion de distintas vias de transduccion. Las vias de MAP cinasas (ERKs 1/ 2,
JNK/SAPK, p38).
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NF-xB

El factor de transcripcion eucarionte NF-«xB se identificé por Sean y Baltimore
aproximadamente hace 10 afos (J. May 1997). Se ha demostrado que NF-xB
existe en muchos tipos celulares y que existen en el DNA sitios de union
especifica a NF-xB denominados B, los cuales tienen la secuencia consenso 5'-
GGGRNNYYCC- 3’ (donde R es purina e Y es pirimidina) (L. Pahl 1999). NF-«xB
se encuentra en el citoplasma de fa mayoria de los tipos celulares como homo o
heterodimeros de una familia de proteinas relacionadas estructuraimente, llamada
proteinas Rel o Rel/NF-xB, cada una de las subunidades identificadas contiene
una regién amino-terminal de 300 aminoacidos conservada llamada dominio de
homologia Rel (RHD), dentro def cual hay dominios de dimerizacion y de unién a
DNA y la sefial de localizacion nuclear (NLS) (J. May 1997).

En mamiferos la familia Rel esta compuesta de RelA/p65, c-Rel, RelB, p50 (NF-
kB1),y p52 (NF-«B2). Estas subunidades son capaces de homo o heterodimerizar.
La forma mas ampliamente estudiada de NFxB es un heterodimero de las
subunidades p50 y p65 (L. Pahl 1999).

NF-xB es activado por un amplio rango de sefiales, muchas de las cuales estan
relacionadas con estrés celular. La regulacion de NF«B se basa en su
localizacion en la célula; cuando esta activa, reside en el nucleo, y cuando esta
inactiva, en el citoplasma. Esta localizacion de NF-«xB es modulada por una familia
de proteinas irhibitorias llamadas IxBs (J. Van Antwerp 19958).

Los miembros de la famitia IkB inciuyen IkBa, 1«Bj, p105/lkBy (precursor de p50),
p100 (precursor de p52), e IxkBs. Cada uno de estos miembros tienen en corﬁt.’m
una serie de motivos estructurales conocidos como secuencias ankirina, 1os cuales
interactuan con el dominio de unidén a DNA vy la sefal de localizacion nuclear de
NF-«B. De esta manera mantienen al factor de transcripcidon como un complejo
inactivo. Diversos estimulos activan un complejo cinasa kB (IKK), fosforilando a
IxB en las serinas 32 y 36 (o serinas 19 y 23 de IkBB). Esta fosforilacién dirige a

kB para ubiquitinacion y degradacion a través del complejo 268 del proteosoma,



resultando en la liberacién y translocacion nuclear de NF-xB (Figura 3) (Guttridge
1999). La IkB que controla la activacién inmediata de NF-«B es IxBa, y s la mejor
caracterizada de todas las IxBs (J. Van Antwerp 1998).

Aunque NF-«B esta involucrade en la activacién de la transcripcion de genes que
participan en respuestas inmunolégicas estudios recientes indican que también
puede intervenir en promover el crecimiento celular, y tiene la habilidad de
proteger a las celulas contra drogas quimioterapéuticas o apoptosis mediada por
TNF (factor de necrosis tumoral} (Kaltschmidt 1299).

ESTIMULO

//'
7

P85

[oe ]
[N () —
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FIGURA 3; Activacion de 1a via de NF-xB. Diferentes estimulos provocan una cascada de
transduccién de sefales que resulta en la fosforilacidn inducible de IxB en dos residuos de serina
ubicados dentro de su dominio regulatorio amino terminal. Libre NF-kB (p50/p85) entra al nicleo y
activa la expresién de genes.
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MYcCc

El oncogen myc se descubrié originalmente como una secuencia dentro del virus
transformante MC29, el cual se aislé de un mielocitoma de pollo. Este virus
también induce carcinoma de higado, rifidn, sarcomas y mesotefiomas {Thompson
1998). Ademas de c-myc, hay otros dos miembros de la familia altamente
relacionados |-myc y n-myc. Las proteinas de la familia myc estan compuestas de
varios motivos asociados a factores de transcripcién. Una region bésica, la cual a
menudo media la capacidad de unién a DNA es localizada junto & un dominio
helix-joop-helix v a un dominio de zipper de leucina, motivos que estan
frecuentemente involucrados en ia interaccion proteina-proteina (figura 4) (Amati
1993).

A .} =
e e ]

H Seftal de locakzeckin muchee
Hélr-loap-hitox

== Cisna da loucins

IIE] Regitn bision

=3 de

[T o] alin tilicn anfipitics

FIGURA 4: Estructura del gen myc, Myc, Max, Mad y Mxi-1, todas contienen dominios HLH y LZ,
los cuales sirven para la dimerizacion y union at ADN. Max puede dimerizar con Myc, Mad o Mxi-1.
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MYC EN TRANSFORMAGION Y TUMOROGENESIS.

Ei Qe_n myc ha sido muy estudiado debido a que esta involucrado en un gran
nimero de neoplasias, asi como también por su aparente contribucion en la
regulacion del crecimiento celular (Elend 1999). myc se expresa normaimente en
célutas en proliferacion. Ademas el incremento en ia expresion de myc en
tumores, probablemente no es relevante para carcinogénesis en estos tumores,
pero puede simplemente reftejar el estado proliferativo (Marcu 1982).

Hay una fuerte evidencia para la 'participacién de la familia de genes myc en un
gran numero de diferentes neoplasias humanas. En linfoma de Burkitt's
translocaciones cromosomales provocan una expresion desregulada de myc por ia
unién de regiones regulatorias para genes de inmunoglobulina sobre el
cromosoma 14, 2 o 22 al cromosoma 8 adyacente al gen myc. La sobre-expresion
de myc debida a la transiocacién es también hallada en linfomas asociados a
SIDA y en leucemias (Kato 1990). Recientemente mutaciones puntuales han
identificado al gen h1yc en linfoma de Burkitt's. La amplificacién del gen myc ha
- sido también identificado en leucemias promieiociticas, y leucemias granulociticas
(Amati 1993). La amplificacion del gen myc esté asociada con un pobre prondstico
en céncer de mama, y la amplificacion de c-myc, |-myc, o n-myc se ha encontrado
en un pequefioc porcentaje de cancer de pulmén de células pequefias. Las
amplificaciones del gen n-myc ocurren frecuentemente en neuroblastomas y estan
asociadas con tumores mas agresivos, y son también vistas en otras neoplasias
del sistema nervioso central. Muchas amplificaciones del gen myc adicionales han
sido identificadas en lineas celulares derivadas de tumores humanos pero no en
tumores primarios (Amati 1993). '

MYC Y APOPTOSIS.
El factor de transcripcién c-myc esta involucrado en apoptosis por varias vias.

(Bissonete 1992). Existen ejemplos de que la reduccion en la expresion de c-myc
induce apoptosis v el mantenimiento de su expresion previene la apoptosis. Esta
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relacion ocurre en una variedad de tipos celfulares incluyendo lineas linfoides T y
B. Algunas hipotesis plantean el hecho de gué al disminuir la expresion de c-myc
es una sefial apoptética donde el factor de transcripcion es requerido para reprimir
genes letales o para mantener la expresion de genes vitales (Evan 1892). En otros
sistemas la expresién inapropiada de c-myc parece causar apoptosis. Esto es mas
obvio cuando a las células no se les permite crecer mientras hay simultaneamente
una sobre-expresion de c-myc. La sobre-expresion “per se” dei gen también es
apoptética. Las células también pueden ser sensibles a una.variedad de agentes
apoptoticos por expresién de c-myc. Dos hipétesis han tratado de explicar estos
resultados, la primera idea sugiere que las células responden a una confusion de
sefiales resultando en la expresion de c-myc y el fendmeno de apoptosis, ia otra
hipdtesis es el resultado de un enmascaramiento de sefiales para avanzar a través
del ciclo celutar replicativo y en sefiales que provocan un paro en el ciclo. c-myc
por si mismo es responsable para provocar sefiales especificas,

1.- Avance en & ciclo celular

2.- Iniciar muerte apoptdética.

La evidencia que favorece la primera hipotesis de que simultaneamente permite el
crecimiento y o detiene en células cuyo ciclo normal ha interferido con c-myc
mientras es expresado continuamente viene de varios lados; a) c-myc no es el
unico gen de crecimiento que se asocia con apoptosis. Muchos otros genes
involucrados en las sefiales de crecimiento son asociados como causa de
apoptosis, como la sobre-expresion de c4un, ¢c-fos, ciclina A, PU-1, p53, E2F, gen
E2 del papilomavirus, el gen ras en varias combinaciones con otros agentes y el
gen mos. Similar a c-myc, se ha reportado que la expresion de ras prolege de
apoptosis. Algunos de los genes mencionados arriba pueden unirse directamente
al mecanismo de accién de c-myc (Fanidi 1992).

Varias vias interactuando y acciones ambivalentes de estos genes sugieren que
entre los mecanismos que encienden la apoptosis estan los que regulan el cicio
celular (Schuhmacher 1999}, |
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CICLO CELULAR.

Los factores de crecimiento estimulan el progreso de las células a través de ia
fase G1 del ciclo celular, la cual es seguida por la sintesis de DNA (fase S), G2y
mitosis (fase M). La progresion a través del ciclo celular es controlada por una
familia de proteinas serina-treonina cinasas que estén altamente conservadas
evolutivamente y regulan el ciclo celular de todos los eucariontes. En particular las
proteinas feguladoras del ciclo funcionan en dos principales puntos, controlando ta
progresion de las células de G1 a S y la transicidén de G2 a M (Murray 1993).
Debido a que los factores de crecimiento estimulan la proliferacion de las células
en G1, se puede esperar que al menos algunas respuestas inducidas por factores
de crecimiento interactien con algunos componentes de la maquinaria del ciclo
celular que controla la progresion G1 a S. Se ha comprobado que componentes de
esta maquinaria del ciclo celular son regulados por factores de crecimiento
mitogénicos y factores extracelulares que inhiben la proliferacion celular. Ademas
anormalidades en |a regulacion del ciclo ceiular pueden provocar directamente la
proliferacion celular anormal y desarrollo del tumor, como se indica por el hecho
de que ambos oncogenes y genes supresores de tumor funcionan como
reguladores de la progresion del ciclo celdar (Murray 1993).

CICLINAS Y CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDK).

Diferentes compiejos ciclina-CDK dirigen a la célula a través de los principales
puntos de control del ciclo cefular (Cheng, 1989). En el ciclo celular de mamiferos
se ha definido el papel de algunas CDKs mas que de otras. Asi, cdc2 es la cinasa
mitotica primaria, CDKZ2 es reduerida para la transicion G1-S y fase S por si
misma, CDK4 y CDK6 estdn probabiemente involucradas en el punto de
restriccién, y CDK7 parece tener papeles duales; como una cinasa activadora de
CDK (CAK), y como parte del complejo factor de transcripcion TFIIH.
Principalmente la actividad proteina cinasa de todas las CDKs puede ser
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contralada en las mismas vias; por sintesis de ciclinas, unidn a ciclinas,
destruccién de ciclinas, por fosforilacion, y por unién de inhibidores. (Lewin 1990).
CDKs deben unirse a las ciclinas para activarse, y casi todas las CDKs estan
presentes en constante exceso sobre las ciclinas a través del ciclo celular. Esto
significa que la actividad CDK puede ser regulada al controlar la cantidad de
ciclina.

Los cambios en la estructura de la CDK cuando se unen a ciclinas han sido
recientemente determinados a través de la comparacion por cristalografia de
CDK2 monomérica con CDK2 en complejo con ciclina A. En resumen, las ciclinas
cambian la conformacion en la cual se une e! ATP. Sin embargo para algunos
complejos de ciclina-CDK esto solamente genera una actividad cinasa parcial. La
actividad completa es conferida cuando un residuo de treonina conservado en el
loop T es fosforitado. Este residuc es especificamente fosforilado por una cinasa
activadora de CDK (CAK) (Lewin 1990}.

REGULACION DEL COMPLEJO CICLINA-CDK POR FOSFORILACIONES Y
DEFOSFORILACIONES.

Los complejos ciclina-CDK son regulados negativamente por fosforilacidn sobre
residuos dentro de una region de unién a ATP. En mamiferos cdc2 y CDK2 estos
sitios son: tirosina 15, un sitio de fosforilacion conservado a lo largo de la
evolucién en todos los homologos de cdc2; y treonina 14, un sitio de fosforilacion
especifico de células animales (King 1996). Hay datos que indican que la
fosforilacién en tirosina puede regular CDK4 después del dafio & DNA, y ciclina E-
CDK2 en la decision para comenzar la fase 8. En mamiferos existen tres
miembros de una familia que actian en diferentes estadios del ciclo celular
CDC25A, B y C, hay datos que sugieren que CDC25A probablemente actue en la
transicién de la fase GI-S para activar a la ciclina E-CDK2, y la actividad de
CDC25A se incrementa después de ia fosforilacion por ciclina E-CDK2. Hay
también datos que apoyan el papel de CDC25A como una fosfatasa crucial que
activa ciclina B-cdc2 en la transicién‘ de G2-M y la actividad de CDC25A es
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aumentada por fosforilacién por ciclina B-cde2 ( Sherr 1993).
REGULACION DE CDK POR INHIBIDORES.

La forma mas recientemente descrita de regular los compiejos ciclina-CDK es por
proteinas inhibidoras especificas. En células de mamiferos hay al menos dos
clases de estos inhibidores. Una clase son las proteinas INK4, que se unen a la
forma monomérica de CDK4, CDKG, los comparieros de las ciclinas tipo D. Las
proteinas INK4 estan compuestas de motivos repetidos de ankirina e incluyen p15,
p16, p18 y p19 (Cheng 1999}.

p16 ha sido implicado como un importante gen supresor de tumor. La otra clase
de inhibidores incluyen p21, p27 y p57, los cuales tienen homologia uno con otro
en su extremo amino terminal y son capaces de unirse a una variedad de
complejos ciclina-CDK. En esta situacion mas de una molécula de los inhibidores
es requerida para inhibir la actividad de cinasa. Esto significa que los complejos
ciclina-COK pueden retener actividad de cinasa cuando se unen a una sola
molécula inhibidora, asi que los inhibidores pueden tener un papel adicional,
como dirigir el complejo a otras moléculas {Lewin 1930).

REGULACION DE LAS CICLINAS POR PROTEOLISIS.

Un aspecto importante de las ciclinas es su destruccion regulada en el ciclo
celular, la cual consecuentemente inactiva a su CDK compafiero y contribuye a la
irreversibilidad de progreso de una fase del ciclo celular a la siguiente (King
1996). Estudios recientes han demostrado que el ciclo celular esta basado sobre
fases alternativas de protedlisis mediada por ubiquitina, envolviendo la destruccién
de ciclinas e inhibidores de CDK. La protedlisis mediada por ubiquitina requiere
una enzima conjugada con ubiquitina (UBC), a menudo acompafiada con una
ligasa de ubiquitina para transferir ubiquitina al sustrato. Una vez ubiquitinado, el
sustrato es degradado por la subunidad 26S del proteasoma. En términos de su



destruccién hay dos clases de ciclinas; las que estan constitutivamente inestables
y se degradan a través del ciclo celular, por ejemplo ciclina D y E, y las que son
degradadas solamente en un punto especifico del ciclo celular, taies como ciclinas
Ay B (Cheng 1999).

Las ciclinas tipo E y D son proteinas de vida corta ( ti» de 20 minutos), lo cual
significa que sus niveles son determinados por el porcentaje de su transcripcion.
La inestabilidad de la ciclina tipo E y D es conferida por secuencias PEST
ubicadas en la parte carboxilo terminal de la proteina.

Las ciclinas tipo A y B son estables en interfase pero son degradadas rapidamente
una vez que la célula entra en mitosis. Esta propiedad es dependiente de una
region conservada de 10 aminoécidos en el amino terminal, llamada la caja de
destruccion. Las ciclinas son reconocidas por una ligasa de ubiquitina especifica,
pero usualmente solo cuando se unen a CDK {Ohtsubo 1893)

ALTERACION EN LA REGULACION DEL COMPLEJO CICLINA-CDK EN
CELULAS DE CANCER.

En células de céncer los puntos de control y puntos de chequeo pueden ser
alteraQOs si un regulador positivd de CDK (ciclina) es sobre-expresado o un
regulador negativo es removido. Ejemplos de ambas condiciones se encuentran
en tumores (J. Sherr 1999). Algunos tumores sobre-expresan ciertas ciclinas,
especialmente ciclinas tipo D, mientras que otros tumores pierden proteinas
inhibitoria_s. La regulacién del ciclo celular es esencial para caracteristicas
celulares como la diferenciacion, senescencia y meiosis. Asi algunos reguladores
del ciclo tienen importantes papeles en la diferenciacion, lo cual puede ser
relevante para su participacién en oncogénesis (Bellas 1999).
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JUSTIFICACION

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es un factor pleiotropico del cual se
conoce muy poco sobre las vias de transduccion que utiliza para provocar sus
efectos biolégicos tales como dispersién, proteccion o induccién de apoptosis,
morfogénesis, proliferacion, angiogénesis etc, mediadas por su receptor en
membrana (c-met).

Es importante conocer los mecanismos por los cuales HGF tiene un amplio-
espectro de actividades, debido a que nos permitird comprender complejos
procesos bioldgicos como; organogénesis, regeneracion y carcinogénesis, y en el
futuro se podria utilizar como una herramienta terapedtica o como un factor
prondstico en el tratamiento del cancer.
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ANTECEDENTES

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y las vias de MAP cinasas ;

En 1998 Liang y cols. caracterizaron las vias de sefializacién de Ras/MAP cinasas
y JAK-STAT en célutas epiteliales de coérnea al ser expuestas al factor de
crecimiento de hepatocitos y al factor de crecimiento de keratinocitos (KGF). En el
mismo afio Herrera R. reporté que fa dispersion en células de carcinoma de colon
HT29 era inducida por el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) e implicaba la
activacién de la via de las MAP cinasas.

En 1999 Sipeki reportd que la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI-3) contribuye a la
activacion de MAP cinasas (ERK1 y ERK2) y esto se asocia con la dispersion
celular provocada por HGF, en células de hepatocarcinoma Hep-G2.

Potempa en 1999, con sus resultados indicd que la activacién de MAP cinasa y Pl-
3 cinasa por RAS es requerida para desensamblar uniones y es esencial para la
respuesta de motilidad prdvocada por HGF. Asimismo Zeigler en 1999 sugiri6 que
la activacibn de ERK es suficiente para estimular la motilidad celular en
- keratinocitos estimulados con diferentes factores de crecimiento (HGF, EGF;
KGF).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y apoptosis:

En 1998 Liu y colaboradores reportaron que el factor de crecimiento de
hepatocitos HGF protege a células epiteliales renales de la muerte celular
apoptética. En 1999 Mildner y cols, demostraron que HGF/SF es capaz de
rescatar lineas celulares de keratinocitos del proceso apoptdtico inducido por
irradiacion con luz UV, via la fosfatidil inositol 3 cinasa, también Conner EA. en
1999, sugirid la posibilidad de. que la apoptosis mediada por HGF es via
independiente de p53/bax activando JNK1.

El factor de transcripcién NF«xB y proliferacion:

En 1999, varios investigadores reportaron que NF-xB ademas de estar



involucrado en la regulacion - de numerosos genes que participan en procesos
como inflamacién, apoptosis (induccién o inhibicion), transformacién y desarrollo
tumoral, también esta involucrado con el proceso de proliferacion al regular
algunas proteinas involucradas en el ciclo celular, principalmente ciclina D1.
Otros investigadores mencionan que existe una via de sobrevivencia dependiente
de NF-xB/c-mye {Guttridge 1999).

s X4



HIPOTESIS
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), activa la via de MAP cinasa,

SAPK/JNK y/o NFxB en las células de hepatocarcinoma Hep-G2, y esta
activacién esta asociada con algunos de los efectos provocados por HGF.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacién de diferentes vias de transduccion en los efectos
mediados por el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), en células de
hepatocarcinoma Hep-G2.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.-Determinar el efecto def factor de crecimiento de hepatocitos en la linea celular
de hepatocarcinoma Hep-G2, en diversas respuestas celulares como:
proliferacion, dispersion y apoptosis.

2.-Determinar la participacion de las vias de MAP cinasas (ERKs y SAPK/JNK) y
la via de NFxB en los efectos provocados por el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), en células de hepatocarcinoma Hep-G2, de dos maneras;

a)Medir la actividad de proteinas implicadas en cada via, en células Hep-G2
expuestas a HGF.

b) Asociar la activacién de las vias con HGF y las respuestas celuiares
inducidas por esta citocina.
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METAS.

Para llevar al cabo el objetivo particular nimero 1, se realizaron:

Curvas de proliferacién para observar el efecto del HGF sobre la linea
celular de hepatocarcinoma Hep-G2. |

Ensayos de dispersion para corroborar el efecto motogénico de este factor.

Ensayos de proteccion de apoptosis, para observar el papel de este factor
como protector de la muerte celular.

Para llevar al cabo el objetivo particular nimero 2, se realizaron:

Ensayos de cinasa para ver la actividad de la via SAPWJNK.

Ensayos de retardo para observar la actividad de union dei factor de
transcripcion NF-«B. |

Transfecciones para obtener tres lineas celulares y poder corroborar los
efectos de HGF utilizando dominantes negativos para las dos vias (SAPK y NF-
«B). ' _

Curvas de proliferacién para las tres lineas celulares y observar las
diferencias con respecto a las células sin transfectar.

Ensayos de dispersién para observar el efecto de este factor en lineas
transfectadas con un dominante negativo.

Ensayos de proteccion de apoptosis, para observar el efecto de este factor
en proteger de la muerte celular en lineas con un dominante negativo.

Ensayos de retardo para la via de NF-«xB en células transfectadas con un

dominante negativo.



MATERIAL Y METODOS

CULTIVO CELULAR: Las células Hep-G2 se sembraron en botellas de cultivo de
25 em? con DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), conteniendo 10% de
suero fetal bovino, se mantuvieron en una incubadora a 37 ° C con COz al 5 %.El
medio DMEM vy el suero fetal bovino fueron obtenidos de GIBCO.

CURVAS DE PROLIFERACION: Las células Hep-G2-WT, se sembraron en cajas
de cultivo de 24 y 96 pozos (10,000 y 3000 células respectivamente) con 500 y
200 pl de medio, se mantuvieron tres dias con medio sin suero y después se
expusieron a diferentes concentraciones de HGF (0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 ng/mi)
durante 24 horas, las células se fijaron en etanol al 70 % frio y se midid la
viabilidad con el método de cristal violeta (0.1%) a una absorbancia en el lector de
ELISA ( Labsystems MuitiskanMS) de 570 nm ( Denizot 1986, Hartmman 1991). Se
realizaron tres ensayos. Para realizar las curvas de proliferacidon de células Hep-
G2-S32/36 y células Hep-G2-SEK-AL se utilizaron cajas de cultivo de 96 pozos
(3000 células por pozo) con 200 pi de medio, se mantuvieron sin suero durante
‘tres dias, y después se les aplicd HGF (50ng/ml) durante 24 horas, se fijaron en
etancl al 70 % frio y se midié la viabilidad con el método de cristal violeta a una
absorbancia de 570 nm en el lector de ELISA. Se realizaron tres ensayos por
triplicado cada uno

TRANSFECCION: Células Hep-G2 (500, 000 células) se sembraron en cajas de
cultivo de 6 pozos con 6 ml de medio DMEM y suero fetal de bovino al 10 %, se
utilizé el método de lipofeccion para realizar la transfeccidn con los vectores
linearizados pRcCMV o pRcCMV-IxB (Britta 1995), pcDNA3 o pcDNA3-SEK-AL,
(Zanke 1996) para esto, el DNA se diluyd a una concentracion de 1ugfml en
HEPES en un tubo estéril, al mismo tiempo en otro tubo esteril se mezclé DOTAP
y HEPES. EI DNA se transfirié al tubo de reaccién y se mezclé con DOTAP y
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HEPES, esta mezcla se dejé 15 minutos a temperatura ambiente, después se
agregé a medio de cultivo, se removié el medio de cultivo de las células que tenian
24 horas de crecimiento y se les agregd el medio con la mezcla, después de 24
horas de la transfeccién se les cambi6é el medio, y se empezaron a seleccionar
durante tres semanas con concentraciones crecientes de geneticina G418, hasta
llegar a una concentracién de 800 pg/mi.

De este ensayo de transfeccion se obtuvieron tres lineas celutares:

Hep-G2-WT: Transfectada unicamente con los vectores pcDNA3 y pRcCMV.
Hep-G2-832/36: Transfectada con el vector pReCMV -IkB que lleva el dominante
negativo para la via de NF-«xB.

Hep-G2-SEK-AL: Transfectada con el vector .pcDNA3~SEK-AL, que lleva el
dominante negativo para la via de SAPK/JNK.

SEKIAL Sar32i36
pCV \ pt:MV/ Wga

‘pcDNA3

neo neo

Figura 1. Plasmidos utilizados para la transfeccién de domipantes negativos para Ia_s vias &e
SAPK/INK y NF-xB. Vector pcDNA3 (v-ia de SAPK) con el promotor de citpmegalovirus y la
resistencia a neomicina. Vector pRcCMV (via de NF-kB) con el promotor de citomegalovirus y 1a
resistencia a neomicina.

SELECCION DE CLONAS: Las células transfectadas con el dominante negativo
de la via de NF«xB (Hep-G2-532/36) se subclonaron en placas de 96 pozos, y
después de tres semanas se obtuvieron 13 clonas, de las cuales se exirajo
proteina y se detectaron niveles de la proteina IkBa por Western Blot.
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Figura 2.- Andlisis de Western blot para la proteina IxB c. Extractos citosélicos de células Hep-G2-
$32/36 tratadas con HGF durante 24 horas. Células Hep-G2-WT sin tratar, y 13 clonas obtenidas.

DISPERSION: Las células Hep-G2-WT vy células Hep-G2-332/36 se sembraron
en cajas petri de cultivo con cubreobjetos, se dejaron tres dias con medio DMEM
sin suero, y se trataron con HGF (50ng/ml) durante 24 horas, después se fijaron
con etanol at 70 % frio, se tifieron con cristal violeta (0.1%) y se observaron al
‘microscopio con aumentos de 10X y 40X, tanto las células tratadas con HGF como
las células sin tratar con este factor. |

ENSAYO DE CINASA: Se sembraron células Hep-G2-WT (1x1 05), en botellas de
cultivo de 25 cm?, se mantuvieron con medio DMEM sin suero durante tres dias y
se trataron con HGF (50 ng/mi) a diferentes tiempos (0, 5; 15, 30, v 1 hora). Las
céluias se lisaron con Buffer de lisis 1X ( 20 mM Tris (pH 7.5}, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5mM de pirofosfato de sodio, 1mM de B-
glicerolfosfato, 1mM NasvQ, 1pg/ml de leupeptina), mas PMSF 1mM, vy se
incubaron durante 5 minutos, las células se rasparon coh un gendarme y se
pasaron a un tubo eppendorf, s8 mantuvieron en hielo se sonicaron 4 veces
durante 5 segundos y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, el
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo (el sobrenadante fue el lisado celular).
De este lisado se tomaron 250 ul (aproximadamente 250 ug de proteina total ), a

los cuales se agreg6 2 ug (20 ul) de la proteina de fusién c-jun y se incubd toda la



noche a 4 °C, después se centrifugé por 30 segundos a 4 °C. El bot6n formado se
lavd con Buffer de lisis 1X (2 veces), y dos veces mas con Buffer de cinasa 1X (25
mM Tris (pH 7.5), 5 mM B-glicerolfosfato, 2 mM DTT, 0.1 mM NazVO4 10 mM
MgCl:) y se guardaron en hielo.

Para el ensayo de cinasa el botén se suspendi6é en 50 pl de Buffer de cinasa 1X
suplementado con ATP 100 mM, y se incubd 30 minutos a 30°C, la reaccién se
termind con 25 pl de Buffer de muestra 3X (187.5 mM Tris-HCI (pH 6.8 25 °C), 6 %
SDS, 30 % de glicerol, 150 mM DTT, 0.3 % azul bromofenol). Las muestras se
hirvieron -por 5 minutos, centrifugaron por 2 minutos y corrieron en un gel de
acrilamida al 6%, el cual se transfirié a una membrana de nitrocelulosa, esta
membrana se lavo con TBS a temperatura ambiente, después se incubd con ia
Solucién de Bloqueo durante 3 horas a temperatura ambiente, y se incubd con el
anticuerpo primario (anticuerpo c-Jun fosfoespecifico) dilucion 1:1000 toda la
noche a 4° C, se lavé tres veces durante 5 minutos con TBS-Tween, y se incubd la
membrana con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con HRP (1:2000),
y et anticuerpo anti-biotina conjugado con HRP (1:200) para detectar marcadores
de proteina bictinilados en solucién de bloqueo durante dos horas a temperatura
ambiente, se lavé la membrana con TBS-Tween por 5 minutos, se le agregd
liquido de quimioluminiscencia (Boehringer Manheim) y se detectd la proteina
fosfoﬁlada c-jun por autoradiografia (Derijard 1994, Gupta 1996).

EXTRACCION DE PROTEINAS: (EXTRACTO NUCLEAR Y CITOSOLICO).
Células Hep-G2-WT y células Hep-G2-S32/36 {1x1 0%), se incubaron con el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF) a diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 1h, 12h,
24h 48h ), se recoléctaron ,con un gendarme, la suspensién celular se colocod en
tubos eppendorf, se centrifugd, y se lavd en PBS, se recentrifugd y elimind el
sobrenadante. Al boton se le agregé 100 ul de buffer A ( 10 mM HEPES (pH 7.5),
2 mM MgCI2, 15 mM KCL, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, 2 pg/mi Ieupeptiﬁa y 2 ug/mi aprotinina), y se incubd 15 minutos en hielo, 5
ul de NP40 al 10 % se agregt a cada tubo y se centrifugd 5 minutos a 2000 rpm.
El sobrenadante referido como la fraccidn citosdlica fue removido y estabilizado



por la adicién de 20 pl de glicerol al 50 %. El botén nuclear fue resuspendido en 30
ut de buffer C (25 mM HEPES (pH 7.5), 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 % de
Glicerol, 1 mM DTT, NP40 al 0.1%, 0.5 mM PMSF, 2 pg/ml leupeptina y 2ug/mil
aprotining), por vigoroso pipeteo, y se dejd 30 minutos a 4° C.Los nicleos fueron
removidos por centrifugacién 5 minutos a 2000 rpm; este sobrenadante fue
referido como el extracto nuclear.

EXTRACTOS DE PROTEINAS TOTALES; Para obtener extractos de proteinas
totales las células Hep-G2-WT y Hep-G2-5$32/36 se sembraron en cajas de cultivo
de 25cm? se dejaron tres dias con medio sin suero, después se les dio
tratamiento con HGF (50 ng/ml) é diferentes tiempos ( 0, 30, 1h, 3h, 12h, 24h 48h),
se lisaron con buffer de RIPA (1% NP40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS
en PBS 1X) conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas y se centrifugd para
obtener el sobrenadante, en el cual se encontraban las proteinas totaies.

ENSAYO DE WESTERN BLOT; Se utilizaron extractos totales y nucleares de las
células Hep-G2-WT y Hep-G2-832/36, para lievar al cabo electroforesis en geles
de poliacriiamida—SDS al 10 % y 12 % que se transfirieron a un papél de
nitrocelulosa, en una camara de transferencia semi-seca (BIO-RAD). Las
membranas se bloquearon con TBS/leche (Solucion 1), durante 2 horas, después
se incubaron con el anticuerpo primario { ix-Ba (conejo), Raf-1 (conejo), p42/pd4
(raton), n-myc (raton), ciclina E {conejo)), se incubaron toda la noche a 4 °C,
después las membranas se lavarcn tres veces durante 15 minutos con TBS 1X,
y se coloco el anticuerpo secundario adecuado a cada anticuerpo primario en una
soluciéon de TBS/leche, y se incubd por 3 horas, después se lavaron las
membranas en TBS 1X, se les agregé liguido de quimioluminiscencia (Boehringer
Manheim), y se detectaron con autoradiografia (Hames 1981).

Los anticuerpos utilizados fueron ios siguientes:
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Anticuerpo Marca Origen Concentracién empleada
Ciclina E Santa Cruz policlonal de conejo 1ug/mi
k-B Santa Cruz policlonal de conejo 1pg/mi
ERK1/2 Santa Cruz monoclonal 1pg/mi
n-myc Boehringer monoclonal 1pg/ml
Raf-1 Santa Cruz -policional de conejo 1ug/mi

ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA). Se utilizaron células
Hep-G2-WT y células Hep-G2-832/36 tratadas con HGF (50ng/ml) durante 24
horas y sin tratar. Para la visualizacién del complejo NF-xB-ADN, se llevaron al
cabo reacciones de unién en 20 W de buffer B (20mM HEPES pH 7.9, 60 mM
KCL, 20% glicerol, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1mM DTT, 4mM MgCI2 , 4
mM espermidina, 200 mM NaCl, 25 mg/ml BSA, 2 ng poli(dI-Dc) y 8 pg de extracto
| nuclear), por 15 minutos en hielo, 100 pg de un oligonucledtidc marcado
(aproximadamente 100,000 cpm) fueron agregados, y la reaccién fue incubada 30
minutoé en hielo. E| complejo proteina-ADN fue resuelto por electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 6% en TBE 0.5X. El gel fue aspirado, secado y expuesto a
una pelicula a -70° C por 12 horas y se reveld. La secuencia de los
oligonucledtidos utilizados fue la siguiente:
kB: 5 ~AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'
3’ - TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG -5
Compstidor heterdlogo:
AP-1: 5’GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGACTCAGCGG- 3°
3'CTAGGAAGCACTGAGTCGCCCTAGGAAGCACTGAGTCGCC 5
( Frantz 1994).

DETERMINACION DE LA IC50 (CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA): Para
determinar la concentracion de cisplatino {Bristol) que se utilizb en los ensayos de
proteccién de apoptosis se sembraron células Hep-G2-WT con medio DMEM sin
suero en placas de cultivo de 96 pozos, y se aplicaron diversas concentraciones
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micromolares de cisplatino ( 0, 10, 20, 30, 40, 50y 60) durante 24 horas, al czfzbo
de las cuales se midi6 la viabilidad con el método de cristal violeta a una
absorbancia de 570 nm. Se obtuvo la concentracién de 32 micromolar como la
IC50 para ios experimentos de proteccién del proceso apoptético.

Células Hep-G2 (WT)

Cisplatino uM

FIGURA 3.- Grifica de céfulas Hep-G2 tratadas con diferentes concentraciones micromolares de
cisplatino durante 24 horas, para obtener la IC 50,

ENSAYOQO DE PROTECCION DE APOPTOSIS; Las células Hep-G2-WT, Hep-G2-
§32/36, Hep-G2-SEK-AL, se sembraron en cajas de cultivo de S6 pozos (1000
células /pozo) se sembraron nueve pozos para cada linea celular con 100 pl de
medio DMEM mas SFB a! 10 %, se dejaron 'tres dias con medio sin suero,
después dieciocho pozos se pretrataron 48 horas con HGF (100 ng/mi), nueve
pozos pretratados se utilizaron como control (células expuestas Unicamente a
HGF), a los nueve pozos pretratados restantes se les aplicd cisplatino 32 uM y se
dejaron 24 horas, a los nueve pozos sin pretratar restantes unicamente se les
aplict cisplatino 24 horas también a manera de control, se fljaron en etanol frio al



70 %, y se tifieron con cristal violeta, se midié la viabilidad en el lector de ELISA a
una absorbancia de 570 nm.

TINCION CON BROMURO DE ETIDIO PARA APOPTOSIS:

Células Hep-G2-WT se sembraron en faminilias para cultivo, 100,000 células por
laminilla, una laminilla se traté con cisplatino a la concentracion de 32 uM por 24
horas , y otra sirvid de control, después se desecho el medio de cultivo, se lavaron
con PBS 1X, se elimind el PBS 1X, y se fijaron con etanol al 70% frio, las laminillas
se incubaron 10 minutos a -20°C, se desechd el etanol, se secaron, y se incubaron
en PBS 1X a 37 °C con 10 pl de RNAsa (10 ug/ml) durante 2 horas, después se
les agregd 10 w! de Bromuro de etidio (10 mg/mi) y se incubaron 15 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS 1X, se les colocé medio de montaje
(glicerol-PBS 1X 1:1) y un cubreobjetos, después se observaron al microscopio
con luz UV a un aumento de 10X y se les tomd la fotografia.

ANALISIS ESTADISTICO: Los datos obtenidos de las curvas de proliferacion
para las células Hep-G2-WT, Hep-G2-§32/36 y Hep-G2-SEK-AL y ensayos de
proteccién de apoptosis fueron analizados con la prueba estadisitica de t de
student a un 95% de significancia, y graficados con el programa de Cricket grafic y
Harvard grafic. )
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DISCUSION.

Los factores de crecimiento participan en multiples procesos tales como
proliferacion, diferenciacion y motilidad mediando sus efectos via receptores
tirosina cinasa. El tipo de respuesta depende del receptor y ligando que se
expresan diferencialmente por varios tipos celulares (Vargas 2000).

E! factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es una citocina producida por
células derivadas del mesénquima. Este factor es pleiotropico pudiendo ser
mitogénico, motogénico y morfogénico en diversas células, asi como también
citostatico y citotdxico en células tumorales. Asimismo juega un papel importante
en la regeneracién de 6rganos, embriogénesis asi como en la hematopoyesis
temprana ( Longati 1996, Vargas 2000). '

Los efectos provocados por este factor se llevan al cabo al unirse a su receptor en
membrana denominado c-met. Cuando el ligando se une a su receptor se estimula
la actividad intrinseca del mismo y se modula la transduccién de sefiales. Esta
modulacién de una o mas proteinas intracelulares permite finalmente la activacion
o inhibicién de proteinas efectoras y en muchas instancias esto resulta en ia
alteracion de la expresion genética. (Shenk 1999).

El objetivo de este ‘trabajo fue determinar la participacién de tres vias de
transduccion activadas por estrés como las vias MAP cinasas, (ERKs, SAPK/JNK)
y la via de NF-«B, en los efectos mediados por HGF.

EFECTOS CELULARES DE HGF.

Se utilizé como modelo de estudio la linea celular de hepatocarcinoma Hep-G2, y
asi como se ha reportado en otras lineas celulares (Tajima 1992), este factor
provocd un crecimiento en esta linea ceiular dependiente de la concentracién,
siendo 50 ng/m! la concentracién en la que mas respuesta hubo a diferencia de
otras lineas celulares, en las cuales con una concentracion menor o mayor se
observa el fenémeno de proliferacién celular. Por otra parte se ha visto que HGF
aumenta la motilidad en varios tipos celulares (Tajima 1992), y en nuestro modelo
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de estudio (Hep-G2), también se observé dispersion con la exposicion a HGF. Se
ha reportado que algunos factores de crecimiento como por ejemplo PDGF,
participan en la proteccion del proceso apoptético inducido por agentes
antineopldsicos, aunque los mecanismos por los cuales se previene el proceso
apoptdtico por parte de estos factores son desconocidos (Bardelli 1996). Se
analizd si este factor podria ser protector de apéptosis utilizando el farmaco
cisplatino, que ya se ha reportado como inductor de este tipo de muerte en varios
tipos celulares. {Bamy 19890). Los resultados obtenidos nos indicaron que
realmente este factor esta involucrado con la proteccion del proceso apoptético, en
este caso inducido por la droga antineoplésica cisplatino en la linea celutar Hep-
G2. Estos resultados concuerdan con los reportados por Liu y cols. en 1998, en
donde encontraron que células del epitelio renal se protegian por HGF del proceso
apoptético inducido por otro farmaco como la estaurosporina.

Una vez observado los efectos provocados por este factor en la linea Hep-G2 se
analiz6 la participacion de las vias de transduccion SAP/INK y NF-«B. En la
bibliografia no se ha reportado alguna relacién directa entre estas dos vias y los
efectos mediados por HGF.

Se observd que la actividad de unidn a NF-«<B aumenté con la exposicion al factor
de crecimiento de hepatocitos, a diferencia de ias cé!ulas sin tratar. Resultado que
concuerda con el reportado por Meléndez y Maldonado en 1899, de que la linea
celular A431 cuando es expuesta a HGF aumenta la actividad de union de NF-kB.
Para correlacionar la activacién de las vias de NF«xB y SAPK por el factor de
crecimiento de hepatocitos, se utilizaron dominantes negativos de las mismas, la
caracteristica de estos dominantes es que en lugar de tener residuos de serina se
sustituyen por alanina. Esta mutacion previene la fosforilacion inducible y aumenta
la vida media de |a proteina (Kaltschmidt 1999). En las dos lineas se realizaron
los mismos experimentos de dispersién, proliferacién y proteccién de apoptosis, al
igual que en las células Hep-G2-WT El fenémeno de dispersion se inhibi6 al
bloquear esta via con el dominante negativo.

Con respecté' al papel protector de apoptosis de este factor se expusieron al
fagypaco cisplatino las dos lineas y Re observé un comportamiento similar al de las

N



células Hep-G2-WT, en cuanto al porcentaje de proteccion, indicandonos que
ninguna de estas vias parece estar involucrada con el papel protector de HGF en
sl proceso apoptético en esta linea celular, pudiendo ser este provocado por otros
mecanismos (Bardeili 1998). Como el reportado por Mildner en 1999, de la
participacion de la via de la fosfatidilinosito! 3-cinasa en la inhibicion de apoptosis
por HGF inducida por luz UV, o en el caso de la asociacion de HGF con un
miembro anti-apoptético perteneciente a la familia de Bcl-2 (BAG-1).

En relacién a la via de SAPK/JNK, por lo resultados obtenidos se concluyé que no
hay una relacién en la activacién de esta via y los efectos provocados por este
este factor. .

Los resultados de proliferacion, nos indican que en las céiulas transfectadas con el
dominante negativo de NF-xB, se inhibid la proliferacion celular y esto correlaciona
con reportes recientes, en los cuales a NF«B se le atribuye un papel importante
en el proceso de proliferacion con otros estimulos (Guttridge 1999).

La forma en la cual esta familia de factores de transcripcidn parece tener un
papel importante con el proceso proliferativo es mediante la regulacion de algunas
proteinas importantes dentro del ciclo celutar (ciclinas, myc, p53 etc.)

En nuestro modelo de estudio analizamos dos proteinas importantes en el cicio
celular myc y ciclina E, myc porque juega un papel importante en el crecimiento
celular y diferenciacién (Thompson 1998), y ciclina E porque es el regulador
primario en la iniciacion de la fase S (Pinos 1896).

Los resultados nos indican que al utilizar dominantes negativos de la via de NF-
kB se inhibe también la modulacidon de estas dos proteinas (myc y ciclina E), lo
que concuerda con la inhibicién de la proliferacion, asi como también se inhibi6 la
actividad de unién de NF-kB , resultados que correlacionan con el hecho de inhibir
la activacion de NF-kB.

La via de MAP cinasa, es una de las vias en las cuales se ha reportado una
relacion directa con HGF, en el proceso de dispersion, via la fosfatidilinositol 3
cinasa (PI-3) en algunas lineas celulares (Sipeki 1999).

Se analizaron tres proteinas importantes en esta via (p42/p44, Raf-1), y los
resultados concuerdan con los obtenidos con otras proteinas analizadas, en donde



el utilizar dominantes negativos afecta la modulacién de éstas.

Estos resultados nos indican una participacién importante de la via de NF«B en
los efectos mediados por HGF, en relacion al proceso de proliferacion y de
dispersion y a la vez una relacién con la via de MAP cinasa, ya que esta via se ha
visto involucrada también en el procesd motogénico inducido por HGF, y se vio
afectada cuando la via de NF-xB fue inhibida con el dominante neggtivo.

Una posible explicacion del porque se puede dar una interaccion entre estas dos
vias, es debido probablemente a que NF-xB, transactiva genes involucrados en
producir receptores para factores de crecimiento, por su parte cuando factores de
crecimiento se unen a su receptor se activan distintas vias incluyendo la de las
MAP cinasas, lo cual nos explicaria por que al inhibir la via de NF-xB también se
bloguea la via de MAP cinasa,

En 1997 Osthoff sugirid que las MAP cinasas (p38 y JNK) pueden participar en la
regulacion de la actividad transcripcional de NF-kB.

Entender los procéSOS de transduccién de sefiales es una meta importante para
incrementar nuestro conocimiento de los papeles de HGF/SF y c-met en el
"desarrollo normal, diferenciacion, asi como también en condiciones patolégicas
como el cancer permitiendo implicaciones clinicas en un futuro.



RESULTADOS

EFECTOS CELULARES DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS
(HGF)

Con el fin de analizar el efecto del factor de crecimiento de hepatocitos sobre la
proliferacién, células de hepatocarcinoma Hep-G2 se expusieron a diferentes
concentraciones de HGF (0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 ng/ml) durante 24 horas, se
fijaran y se midi6 la viabilidad utilizando cristal violeta a una longitud de onda de
570 nm. En la figura 4, podemos observar que fas células crecieron de una
manera dependiente de la concentracién del factor, siendo 50 ng/ml la
concentracion a la cual se alcanzd la meseta. Por esta razon, esta concentracion
fue usada en los siguientes experimentos.

300 -
250 1 —4— Viabilidad
2 .
u -
O 200
3
S 150 -
it 1
> 1m -
w -y
0 L ] g g T - . L . 3 |
o 1 5 10 25 50 100

HGF( ng/ml)

Figura 4. Curva de proliferacién. Células Hep-G2 tratadas con diferentes concentraciones def factor

de crecimientos de hepatocitos (HGF), durante 24 horas Gréfica realizada con los resultados de
tres experimentos.
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Como se esperaba, se observé un efecto de disperéifﬁh en las células Hep-G2-WT
tratadas con HGF, a diferencia de las célilas sin tratar, que formaron colonias
apretadas (Figura 5).

Células Hep -G2 (WT)

50 ng/ml HGF

Figura 5. Dispersion de células Hep-G2 tratadas con HGF (S0ng/mi) durante 24 horas, tefiidas con
cristaf violeta. Control y tratadas.

Con el fin de observar el efecto protector de apoptosis del HGF, se realizé6 un
ensayo de citotoxicidad con el método de cristal violeta. Para este fin se
sembraron células Hep-G2 en placas de 96 pozos, se dejaron tres dias con medio
DMEM sin suero, se pretrataron con HGF {100ng/ml) durante 48 horas, después
se les aplico cisplatino (32uM) durante 24 horas, y se midid la viabilidad con cristal
violeta,

En la figura 6 se puede observar un efecto citotdxico del cisplatino de alrededor
del 50 %, mientras que en 'Ias células pretratadas con HGF y luego tratadas con
cisplatino, decrecié el porcentaje de viabilidad solo un 30 %. La diferencia entre
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estos dos tratamientos fue de 20 % vy de acuerdo a la prueba estadistica t de
student, estos resultados fuercn significativos, indicandonos que existe un efecto
protector de este factor en esta linea celular.

Células Hep -G2 -WT

B Viabilidad

% Viabilidad
3

HGF CFP HGF+CP

Tratamientos

Figura 6. Curva de viabilidad, utilizando células Hep-G2-WT, tratadas con HGF a la concentracion
de 100ng/ml, cispiatino 32 pM, y pretratadas con HGF ( 100ng/ml) 48 horas y después con
cisplatino 24 horas. Vaiores cormespondientes a dos experimertos realizados por triplicado.

EFECTOS MOLECULARES DEL FACTOR
DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS
En primer lugar se realizé un ensayo de cinasa para determinar la actividad de
SAPK (Stress-Activated Protein Kinase) mediante la fosforilacion del sustrato final
de !a via c-Jun. Para este fin se utilizaron diversos tiempos (0, 5, 15, 30, y 1 hora)
de exposicion a HGF (50ng/ml). No se observd gran cambio en la fosforilacion de
c-Jun, en ninguno de los tiempos analizados (Figura 7).
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Figura 7. Ensayo de Western blot para observar la fosforilacion de ¢-Jun (sustrato final de la via de SAPK),
células Hep-G2-WT expuestas a HGF (50 ng/m!) a diferentes tiempos. imagen representativa.

A continuacion se analizd la capacidad de union del factor de transcripcion NF-«B.
El ensayo de EMSA se realiz6 con 1a exposicion de céiulas Hep-G2-WT a HGF (50
ng/ml) por 24 horas. Se observd un incremento en la capacidad de unién a las 24
horas, a diferencia de las células sin exposicién a este factor (Figura 8).

Figura 8. Ensayo de movilidad electroforética para sitios NF-xB. Linea 1 células Hep-G2-WT sin tratar, linea 2
células Hep-G2-WT tratadas con HGF (50ng/ml). Imagen representativa de tres experimentos.
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PARTICIPACION DE NFxB Y SAPK EN LOS EFECTOS CELULARES DEL
HGF

Las células Hep-G2, se transfectaron coﬁ dos plasmidos dominantes negativos
para las vias de NF-xB y SAPK, obteniendo asi tres lineas celulares;
1.-Hep-G2-WT; transfectadas Gnicamente con los vectores (pcDNA3, pRcCMV)
2.-Hep-G2-832/36; transfectadas con el dominante negativo de lk-Ba
3.-Hep-G2-SAPK; transfectadas con el dominante negativo de SEK-AL

Para corroborar que las células estuvieran realmente transfectadas con el

dominante negativo de NF-xB se realizé un western contra Ix-Ba { Figura 9).
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Figura 9.Westemn blct de células Hep-G2 para la protefna IxB a; Extractos citosdlicos. 1-2 Células Hep-G2-WT,
3-4 Céluias Hep-G2-532/536. Imagen representativa.

En la figura 9 podemos observar el IxBa endogeno y el transfectado.

También se hizo un ensayo de retardo para medir la capacidad de unién a NF-xB
en las células transfectadas con el dominante negativo de |-xBa (células Hep-G2-
832/836), a las 24 horas de exposicién a HGF (50ng/ml), y no se abservé cambio
alguno en comparacién con las células Hep-G2-WT figura 10. Esto comprueba la

ausencia en la capacidad de unién de este factor mediada por el dominante
negativo.,
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Fligura 10; Ensayc de movilidad electroforética de las células Hep-G2-s32/36, Linea 1: células Hep-G2-
§32/36 a las 0 horas de tratamiento. Linea 2: células Hep-G2-S32/36 a las 24 horas de tratamiento con HGF

(50 ng/ml). Imagen representativa de tres experimentos.

Se realizaron tres experimentos de viabilidad por triplicado con estas tres lineas
celulares expuestas a HGF (50ng/mi} durante 24 horas, y se obtuvo la siguiente

grafica Figura 11.
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Figura 11. Grafica de las células Hep-G2-WT, Hep-G2-532/36 y Hep-G2-SEK-AL, control y expuestas 24

horas a HGF (50 ng/mil).
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En donde podemos observar un incremeénts significativo en la proliferacién de
células Hep-G2-WT tratadas con HGF (50ng/ml), a diferencia de las otras dos
lineas celulares. En la linea celular Hep-G2-SEK-AL, se observa un ligero
incremento en la proliferacién pero haciendo un analisis estadistico de los datos se
observd que este incremento no fue significativo. Con respecto a la linea celular
Hep-G2-832/36 no se observd un aumento en la proliferacion lo que concuerda
con el andlisis estadistico de los datos.

A continuacién se realizdé un experimento de dispersion con las células Hep-G2-
$32/36 en donde se trataron las células con DMEM sin suero durante tres dias, vy
después con HGF (50 ng/ml) 24 horas, y se puede observar que existen colonias
dispersas y apretadas al igual que las células control. Figura 12.

Tratadas
Control L GF 50 ng/mi

Figura 12. Dispersién de células Hep-G2-532/836 control v tratadas con HGF (50 ng/mi), teflidas con cristal
violeta ’

El experimento de proteccidén de apoptosis se hizo de manera semejante al de las
células Hep-G2-WT. Con respecto a las células Hep-G2-SEK-AL se observé un
decremento del 60 %, cuando se aplicd unicamente cisplatino, y un dscremento
del 40 % cuando estas células se pretrataron con HGF (100ng/ml) durante 48
horas. En las células Hep-G2-S32/36 se observd un comportamiento similar
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siendo el decremento del 40 % cuando estas células son tratadas unicamente con
cisplatino y del 10 % cuando estan pretratadas con HGF, estos resultados parecen
indicarnos, que el proceso de proteccion de apoptosis es debido a otros
mecanismos independientes de estas vias, en este modelo de estudio (Figura
13).

Células Hep-G2-SAPK

9% Viabilidad

HGF cP HGF+CP

Tratamientos

Células Hep-G2-5s32/s36

% V iabilidad

HGF+CP

Tratamientos

Figura 13. Curvas de viabilidad de las células Hep-(G2-832/36 y Hep-G2-SEK-AL, tratadas con HGF (50ng/ml),
cisplatino 32uM, y pretratadas con HGF 48 horas y cisplatino durante 24 horas. Valores correspondientes a

tres experimentos realizados por triplicado.
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Para corroborar que el cisplatine indujo el proceso apoptético en las células Hep-
G2-WT, se realiz6 una tincibn con bromuro de etidio para observar la
fragmentacién de los nicleos. En la figura 14 se observan los nacleos de células
contro! {sin exposicion a cisplatino), vy los ntcleos de células expuestas a
cisplatino (32 pM) durante 24 horas, podemos observar como la viabilidad
disminuye considerablemente en las células expuestas al cisplatino asi como
también se observan niicleos fragmentados, a diferancia de las células control.

a) Nuacteos control b) Ntcleos tratados

FIGURA, 14.- Tinciéon con Bromuro de Etidio de ¢célutas Hep-G2-WT a) células Hep-G2-WT control, b) células
Hep-G2-WT tratadas con cisplatino 32 uM durante 24 horas. Imagen representativa.

NF-xB se encuentra involucrado en otros procesos ademas del de proteccién de
apoptosis, uno de ellos es la proliferacién, en donde regula a algunas proteinas del
ciclo celular. Asimismo, los resultados obtenidos con el dominante negativo de
NF«xB sedalan la participacién de este factor en el proceso de proliferacién al
inhibirlo. Para apoyar este dato se realizé un andlisis de dos proteinas que
participan en ciclo celular; n-myc y ciclina E. En estos experimentos se utilizaron
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células Hep-G2-WT y células Hep-G2-S32/36, las cuales se trataron con HGF (50
ng/ml) a diferentes tiempos (0, 30, 1, 3, 12, 24 y 48 horas). En la figura 15 se
puede observar que en las células Hep-G2-WT la mayor expresion de la proteina
n-myc, se observé a las 12 y 24 horas, a diferencia de las células transfectadas en
las que se observé la misma densidad de la banda en esta proteina en todos los
tiempos analizados.

48 24 12 3 1 30 0

b3

65 Kda

48 2412 3 1 300

n-myc S32/S36

Figura 15.Ensayo de Westem biat para ia protsina n-myc. Extractos citosslicos de células Hep-G2-WT y Hap-
G2-632/936, expuestas a HGF (50 np/mi) a diversos tiempos. imagen representativa.

Con respecto a! andlisis de Wastemn de la proteina ciclina E, en las celulas Hep-
G2-WT se observé que hay una mayor expresion de esta proteina a las 24 horas
de exposicién a HGF (50 ng/mi), mientras que en las células transfectadas (Hep-
(2-S32/36) los niveles de expresién de esta proteina no cambiaron. Figura 16.
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Ciclina E WT

Ciclina E S32/836

Figura 18. Ensayo de Westem biot para ta protefna ciclina E. Extracios nucleares de céiulas Hep-
G2-WT y Hep-G2-532/36, expuestas a HGF (50ng/ml}). Imagen representativa.

Con respecto a la via de MAP cinasa se analizaron tres proteinas dentro de la via
(ERK1/2 ) y Raf-1.

En relacién a las proteinas p42/p44 en las céiuias Hep-G2-WT, se encontrd que
ambas proteinas se fosforilan a las 3 y 12 horas de exposicion a HGF { 50ng/ml),
mientras que en las células transfectadas (Hep-G2-S32/36) unicamente se
encontré fosforilada la proteina de 42 Kda. Figura 17.
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48 24 12 3 1 300

pa2ias WT

4824 12 3 1 30 O

p42/pas - S32/S36

48 24 12 3 1 300
77 Kda

—

Figura 17. Ensayo de Westem blot para las proteinas p42/p44 y Raf-1. Extractos citosolicos de
células Hep-G2-WT y Hep-G2-s32/36, expuestas a HGF (50ng/ml) a diversos tiempos. Imagen
representativa.

La proteina Raf-1 se detectd anicamente en células Hep-G2-WT, y se puede
observar que no existe gran diferencia en los niveles de fosforilacién de esta
proteina. Figura 17.
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CONCLUSIONES

1.- El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) indujo el crecimiento de células
de hepatocarcinoma Hep-G2 de una manera dosis-respuesta.

2.- El factor de crecimiento de hepatocitos provocé dispersién en ia linea celular
Hep-G2.

3.- El factor de crecimiento de hepatocitos protegié a las células Hep-G2 del
proceso apoptético inducido por el farmaco cisplatino. '

4.- Las vias de transduccion de SAPK/INK y NF«xB, no participan en la
proteccién del proceso apoptético inducido por este factor (HGF). '

5.- La via de SAPK/JNK no esté involucrada en los efectos provocados por este
factor, en esta linea celular.

6.- La via de NFxB particip6 en el proceso de proliferacion inducido por este
factor en esta linea celular.

7.- La via de tas ERKs participan en los efectos provocados por este factof
{mitogénicos y motogénicos), en esta linea celular.
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