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Abreviaturas

PI-3K- Fosfatidil-inositol 3 cinasa
R-Ras- del ingles “Related Ras”
Fig. Figura (s)

h- horas

min- minutos

rpm- revoluciones por minuto

g- gramo (s}

Palabras clave: Células de epitelio cérvico-uterino, R-Ras, PI-
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RESUMEN.- Las integrinas son los principales receptores de proteinas de
matriz extracelular. La regulacién de la adhesién mediada por integrinas ha
demostrado ser de gran importancia para varios procesos celulares entre ellos
la mitosis, diferenciacion y transformacion. R-Ras es una GTPasa de la
superfamilia Ras que ha sido involucrada en la modulacidn de la afinidad
(activacién) de integrinas p1 que reconocen a fibronectina o colagenas. En este
trabajo, nosotros demostrames que en células de epitelio cérvico-uterino R-Ras
no activa integrinas B1 ni modula la adhesion inicial a fibronectina o a colagena
tipo |. Sin embargo, R-Ras es capaz de modular, a través de fosfatidil-inositof 3
cinasa, la extension celular sobre fibronectina y sobre colagena. Por otro lado,
nosotros encontramos que las lineas celulares de epitelio cérvico-utering son
capaces de secretar metaloproteasas independientemente de la adhesion a
matriz extracelufar. Nuestros resultados exhiben una nueva funcién para R-Ras
sobre las funcicnes celulares de integrinas, 1a cual consiste en modificar la

extensién celular de forma independiente a la activacidn de integrinas.



1. Introduccioén

1.1 Adhesién celular

La adhesion celular es un proceso critico para ia génesis y la conservacion
de la organizacién tridimensional de cada tejido. Las células de un organismo
multicelular se mantienen juntas por diversas interacciones moleculares
adhesivas, las cuales se clasifican en adhesidn célufa-célula y en adhesidn céiula-
matriz extracelular, La adhesién celular desencadena sefales intracelulares que le
permiten a una célula controfar su ciclo celular y localizacion dentro del tejido que
fa contiene. Las interacciones adhesivas han sido consideradas como
mecanismos reguladores de procesos de proliferacidn y de diferenciacién (Fig. 1).
En condiciones fisiolégicas, la mayoria de las células que pierden la adhesién a
matriz extracelular, ¢ la adhesitn a otras células, sufren inestabilidad gentmica y
apoptosis (Fig. 2). De esta manera las interacciones adhesivas aseguran que una
célula se mantenga en su sitio y se evita que adquiera una localizacion errénea
(13-

A finales de los afios 60's, se especulaba que las células poseian un
mecanismo de adhesién que permitia la unidn a diversas superficies, tanto
celulares come proteicas [2] Diferentes investigadores interesados en el tema
suponian que las células deberian de poseer un cédigo de ubicacion, el cual
determina ia localizaciébn en tiempo y espacio para cada célula [3]. Ados de
estudios determinaron que este cddigo de ubicacidn si existe, y estd determinado

por diferentes entidades proteicas denominadas moléculas de adhesién.



Células

Matriz extracelular
] (MEC)

nién célula-MEC

Fig. 1 Importancia de la adhesidn celular. Las diversas interacciones que una célula realiza le
proporcionan seftales que le permiten proliferar. Estas interacciones son las que determinan la
ubicacién correcta de una célula. EI diverso patrén de moléculas de adhesién que una célula
posea, determina las interacciones que dicha célula realizard en su lugar (codigo de ubicacion),

Para entender la serie de eventos que se producen durante ia adhesién, se
debe de determinar el funcionamiento de las moléculas que provocan dicho
proceso. Las moléculas de adhesion son receptores que reconocen a sus ligandos
sobre otras superficies celulares, o sobre las complicadas estructuras proteicas
que rellenan los espacio extracelulares, denominada en conjunto como “Matriz
Extracelular” [4]. Las moléculas de adhesidn actlan como uniones indirectas entre

la estructura extracelular que se reconoce como ligando y la compleja red de



microfilamentos de actina, microtibulos o filamentos intermedios que componen
infracelularmente al citoesqueleto [1, 5). Dependiendo del tipo de adhesion y del
tipo de receptor serd el tipo de componente del citcesqueleto gue responda 2 la
interaccion receptor-igando. El resultado final serd la modificacién del
compartamiento bioquimico celular que llevard a un cambio en la arquitectura
celular [8).

Par otro lado, diversos estudios han determinado que la adhesion celular se ve
comprometida también en diferentes patologias que afectan a los seres humanos,
ya que la ausencia o alteracién de los mecanismos de adhesién rompe la

homeostasis de! organismo (7, 8].
Apoptosis

Desprendimiento
A) Tejido de origen @

Metistasis
B) Tejido de grigen

Tejido invadido

Fig. 2 Efectos originados por la falta de adhesidn. A) En condiciones fisioldgicas, una
célula que se desprende de su ubicacién sufre apoptosis, esto como mecanismo de
control de ubicacidn. B) En céncer, una célula transformada evade la dependencia de
adhesion, por lo que no sufre apopotosis, y puede desprenderse de su ubicacién comrecta,
Las nuevas habilidades adhesivas favorecen una ubicacion errénea provocando

metéstasis.



Adhesion célula—célula

El apropiado reconocimiento, la interaccidn, asi como las sefales entre células
vecinas son procesos fundamentales para el desarroflo y manutencion de ta
arquitectura y funcion de los tejidos [1, 8]. La interaccidon entre células vecinas
desencadena sefales que le permiten a una célula situarse apropiadamente
dentro del tejido [2]. Esta clase de adhesitn es realizada por moléculas de las
familias de las cadherinas, de las selectinas, de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, y de las integrinas [6, 10]). La expresién diferencial de dichas
moléculas entre varias estirpes celulares permite realizar interacciones y funciones
especificas. Procesos como la repuesta inmunolégica, homeostasis, e inflamacion
son'en gran parte dependientes de las interacciones entre células [7].

En la adhesién célula-célula se han caracterizado estructuras moleculares que
se forman en respuesta a dicha adhesién, como son las uniones adherentes, 1as
uniones desmosomales y las uniones cerradas {10]. La formacién y manutencién
de tejidos sélidos son dependientes de las uniones adherentes. Las uniones
desmosomales constituyen elementos de gran fuerza de tensién para tejidos de
tipo cardiacos y epiteliales. Las uniones cerradas constituyen barrera de

permeabilidad selectiva, formando interfaces entre dos compartimientos que

necesitan mantenerse separados [10].



Adhesion a matriz extracelular

La adhesion de las células a las proteinas que constituyen la matriz
extracelular es crucial para la integridad de los tejidos. La matriz extracelular forma
parte del microambiente que rodea a las células en organismos multicelulares. La
migracion, locomocién, extensién, diferenciacion, la expresién de diferentes genes,
entre otros procesos celulares son influenciados directamente por la matriz
extracelular [11, 12]). La matriz extracelular estd compuesta de colagenas,
proteoglicancs y glicosaminoglicanos. Dichas molécuias se organizan para formar
ia matriz intersticial (compuesta principaimente de colagenas), y la membrana
basal. La membrana basal cubre la superficie basal de casi todos los epitelios,
rodeando a las fibras musculares o células nerviosas [11]. La membrana basal
esta constituida de glicoproteinas, incluyendo colagena IV, laminina, fibronectina,
etc. Diversos estudios han demostrado que la matriz extracelular proporciona
seflales de sobrevivencia y proliferacion, ya que en dicha red se concentran
factores de crecimiento entre otros [1, 13, 14].

A diferencia de la adhesién célula-célula, en la cual la adhesion provoca una
compactacion celular, la adhesidn a matriz extracelular resulta en una mayor
extension celular [15, 16). Las integrinas son los principales receptores de
proteinas de mafriz extracelular y son los que llevan a cabo la extensidn celular.
Para dicha extensién se requiere de la polimerizacién y reorganizacion de los
filamentos de actina, la extensidbn de protuberancias en la membrana
(lamelipodia), interaccién de ilas integrinas con la matriz extracelular y el
agrupamiento de dichos receptores en las zonas de adhesién [17]. Actualmente,

se ha demostrado que las interacciones iniciales de las integrinas con sus ligandos
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disparan sefiales que regulan el proceso de extensién celular (Fig. 3) {18]. Sin
embargoe, existe Ia posibilidad de que fa célula sea capaz de modular directamente
la extension celular, independientemente de la interaccién inicial integrina-sustrato
[10, 19, 20]. Nosotros pensamos que Ja adhesidn inicial y la extension son dos
comportamientos diferentes realizados durante la interaccion con la matriz celular.
La manipulacion de la densidad de fa matriz exiracelular es capaz de
desencadenar por separado la adhesion y la extension celular, ambos procesos

mediados por integrinas [20].

Adhesién

Extension Celular

Matriz Extracelular (MEC)

Contacto Focal

Fig. 3.- Adhesibn a matriz extracelular. Una célula en suspensién es capaz de
interaccionar con proteinas de la matriz extracelular utilizando integrinas. Posterior a los
primeros contactos estables, la célula cambia su morfologia de acuerdoe a su entorno,



La matriz extracelutar también juega un papel importante en metastasis, ya que
las células tumorales tienen que atravesar la membrana basal para penetrar en
otros tejidos [21-23]. El glaucoma o la deficiencia de adhesidon de letcocitos son
palologias también causadas por fallas en el proceso de adhesion a matriz

extracelular [24, 25).

1.2. Moléculas de Adhesion Celular

Los mecanismos de adhesién estan dirigidos por moléculas especializadas
(principalmente glicoproteinas transmembranales) que actian come receptores
para ligandos localizados sobre otra superficie celular. Asi mismo, algunas
moléculas de adhesion son capaces de reconocer ligandos sobre la matriz
extracelular. Las moléculas de adhesibn acthan como puentes que comunican a la
estructura extracelular que se reconoce como ligando y a la compleja red de
proteinas del citoesqueleto [18]. Es de importancia mencionar que fas moléculas
de adhesién reconccen a ligandos con baja afinidad [26]. Para que ta adhesién
sea estable, [a célula agrupa moléculas de adhesién al sitio en donde se reconocié
al ligando, proceso conocido como avidez [27). Lo anterior se puede explicar sobre
la base de que una interaccién débil es mas facil de modular o requiere menos
energia que una interaccion fuerte o de mayor afinidad.

Las moléculas de adhesion pertenecen a un limitado nimero de familias
proteicas que incluyen a las integrinas, las cadherinas, las selectinas vy la
superfamilia de {as inmunocglobulinas [28). Estas familias de moléculas son
capaces de actuar como receptores clasicos. En otras palabras estas moléculas

son capaces de reconocer e integrar seflales del espacio extracelular, y
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desencadenar sefales bioquimicas intracelulares que modulan, reprimen y/o

cooperan con otras sefnales o funciones celulares [13, 28],

Cadherinas

Las cadherinas son una familia de proteinas transmembranales
dependientes de calcio involucradas, principalmente, en la adhesién célula-célula
[30]. Dichas moléculas de aghesién parficipan en la formaciéon de érganos y
tejidos, por lo que se les concce como receptores morforeguladores [31). La
adhesién se realiza a través del reconccimiento homotipico entre cadherinas de
diferentes células [32, 33]. Hasta el momento se han caracterizado alrededor de
20 cadherinas, las cuales se han agrupado en dos subfamilias en base a su
asociacién con el citoesqueleto: las cadherinas clasicas y las desmogleinas [34].
Las cadherinas clasicas se encuentran en sitios denominados uniones adherentes,
en los cuales dichas moléculas establecen interacciones con el citoesqueleto de
actina. Las desmogleinas son un grupo de cadherinas asociadas a desmosomas
capaces de interactuar con los filamentos intermedios de citoesqueleto [18].

La estructura de las cadherinas consiste de un extremo aming terminal
formado de 5 secuencias repetidas en tandem, conocidas como regiones o
dominios tipo cadherinas. Dichas regiones contienen sitios adhesivos (unién al
ligando) y sitios de interaccién con cationes divalentes, principalmente para iones
calcio. La funcién de las regiones tipo cadherina es la de proporcionar al dominio
extracelular rigidez y estabilidad [35]. Seguido a dichos dominios se ubican las
secuencias que determinan el segmento transmembranal y el segmento

correspondiente al extremo carboxito terminal. Este dltimo segmento consiste de
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alrededor de 150 aminodcidos ubicados intracelularmente. El dominio intracelular
interactua con proteinas denominadas cateninas, las cuales son claves para la

interaccién con el citoesqueleto [18, 28).

Selectinas

Las selectinas son moléculas especializadas cuya funcion, principal, es la
de mediar fa adhesién de células endoteliales y plaquetas a carbohidratos de
leucocitos. La familia de las selectinas es pequefa y estd compuesta de fa L-
{Leucocito}, E-(Endotelial) y P-{Plaquetas) selectinas. Los ligandos de las
selectinas son principalmente glicoproteinas localizadas sobre ofras superficies
celufares [36].

Las selectinas poseen en su amino terminal una regién, de uniébn a
carbohidratos, parecida a médulos tipo lectina. Esta regidn requiere de calcio para
el reconocimiento de los carbohidratos. La regién tipo lectina va seguida de un
dominio tipo factor de crecimientc epidermal. Después presentan varias
secuencias repetidas en tandem parecidas a las de proteinas reguladoras del
complemento, encontréndose 2 en L-, 6 en E- y 9 en P-selectina. Finalmente, las
selectinas poseen un dominio transmembranal y un dominio citopldsmico corto
hacia el extremo carboxilo terminal {37, 38].

Existe poca informacién relacionada a la fransduccidén de sedales por
selectinas. Se ha observado que las selectinas deben jugar un papel importante
en las éeﬁa!es desencadenadas ante la interaccion de los leucocitos con el

endotelio [39].



Moléculas de adhesion de la superfamilia de Ilas

Inmunoglobulinas

Las moléculas de adhesidn de la superfamilia de las inmunoglobulinas
participa, principalmente, en la adhesion célula-célula. Los miembros de la
superfamilia de las inmuncglobulinas ejercen sus funciones en una amplia
variedad de células actuando en diferentes procesos, como por ejemplo: en
inflamacion y en la respuesta inmunolégica [37, 40]. Esta familia es diversa y se
han caracterizado alrededor de 100 miembros en vertebrados. Los miembros de la
superfamilia de las inmunoglobulinas paricipan en interacciones homofilicas,
como la N-CAM (molécula de adhesion celular neuronal), o en interacciones
heterofiiicas reconociendo a otros miembros de la misma superfamilia, a integrinas
0 a proteinas de la matriz extracelufar [37]. Esta familia se caracteriza por poseer,
en el extremo extracelular, varias regiones o dominios tipo inmunogicbulina. Los
dominios tipo inmunogiobulina son una estructura compacta de 60-100
aminpacidos. En dicha estructura se cobservan dos cisteinas separadas por
aproximadamente 55 a 75 aminoacidos. La estructura secundaria de los dominios
tipo inmunoglobulina se percibe como 2 estructuras f-planares antiparalelas. Los
receptores de adhesidn de ia superfamilia de las inmunoglobulinas posee una
regibn amino terminal extracelular constituida por los dominios tipo
inmunoglobulina. A estos dominios le siguen un segmento transmembranal y una

cola intracelular constituida por la regidn carboxilo terminal f7).
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Integrinas

Los miembros de esta famifia son los principales receptores de proteinas de
matriz extracelular. Sin embargo, ligandos de ciertas integrinas pueden
encontrarse sobre la superficie de otras células. Las integrinas juegan un papel
importante en la adhesidn a membranas basales, procesos dependientes de
anctaje, en inflamacién, en crecimiento, en la polarizacion de células, en apoptosis
y migracién a través de la matriz extracelular [41-43).

Las integrinas son proteinas transmembranales constituidas por dos
diferentes subunidades unidas de forma no covalente. Dichas subunidades son
denominadas como o y P, respectivamente (Fig. 4)[44]. Se han caracterizado
alrededor de 18 subunidades « y 9 subunidades p [45]. Las subunidades B son
capaces de interaccionar con diferentes subunidades o. Asi, las diferentes
asociaciones off le dan diversidad a las interacciocnes que estos receptores de
adhesién realizan. Hasla el momento se tienen caracterizadas alrededor de 25
integrinas {40]. Una caracteristica sobresaliente de fas integrinas es su capacidad
de reconocer a diferentes ligandos o gue diferentes integrinas reconczcan a un
mismo ligando (Tabla 1). Las integrinas, aparte de mediar interacciones
adhesivas, son capaces de desencadenar sefiales al interior de las células

actuando como receptores clasicos [40].



Matriz Extracelular
f-Fibronectina

’ ~ » -Coligena
' \ ‘E-Laminina

% -Vitronectina

Integrina
Py,

r Membrana
Plasmética

Fig. 4 Integrinas. Las integrinas estdn constituidas por dos subunidades, o y B,
respectivamente. Las diferentes combinaciones af son las que determinan el
reconocimiento al ligando. Las integrinas 1 son los principales receptores de proteinas
de matriz extracelular. Dentro de los figandos que las integrinas p1 reconocen se
encuentran las colagenas, fibronectina, faminina y vitronectina.

1.3. Integrinas: Receptores de matriz extracelular

Las integrinas actdan como puentes de comunicacidn entre la estructura
extracelular que se reconoce y el citoesqueleto de las células. Las subunidades o
y P de las integrinas se encuentran expresadas diferencialmente entre diferentes
estirpes celulares [46]. Dicha expresion resulta en la formacidn de heterodimeros
especificos en cada célula en base al microambiente en donde dicha célula se
iocalizard [47] Los heterodimeros expresados ejercen diversas funciones tanto
integrando sefales del medio extracelular, come modulando el micreambiente en
el que las células se ubican [48, 49]. La estructura y funcién de las integrinas son

determinantes para entender la adhesion a matriz extracelular.



Tabla 1. Integrinas caracterizadas y sus respectivos ligandos.

Stbuiclad f# Subunidad e Lingandofs)
Lam,Col
a Lam,Col
o Lam, Col, Fn
o Fn*, VCAM-1
as Fn
g Lam
as Lam
oy Fn
Y7 o ICAM-1, ICAM-2
ap ICAM-1,iC3b
Fb
o IC3b
J:A ay Fn, Vn, Fb, VWF,
TSP
b Fn, Vn, Fb, VWF,
TSP
Jin 473 Lam
Bs oy Vn
i Oly Fn

Asociacidn de subunidades de las integrinas y sus ligandos. Las diferentes combinaciones o y
determinan el ligando a unir, Abreviaciones: ICAM-1, ICAM-2- molécula de adhesién intercetular 1 y
2- iC3b - fragmento cortado de la proteing C3 del complemento-; Fb -Fibrinégeno-; Lam —
Laminina-, Col —todos los tipos de Colagena- Fn —Fibronectina-; Fn* -varante por 'splicing” de
Fibronectina-; VCAM-1 —Molécula de adhasion celular vascular 1-,Vn -Vitronectina-; VWF -Factor
van Willwbrand-, TSP ~-Trombospondina-.

Estructura

Las integrinas estan constituidas por dos diferentes subunidades unidas de
forma no covalente, las cuales se denominan a y B, respectivamente (Fig. 4). Las
subunidades o y $§ poseen un dominio extracelular, un segmento transmembranal
¥ un pequefio extremo carboxilo terminal citopldsmico. La subunidad B4 posee un

extremo citopldsmico de alrededor de 100 amino4cidos. El extremo extracelular de
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las subunidades o« exhibe variabilidad en su secuencia, sin embargo {a estructura
se conserva. Dicho extremo conliene una serie de secuencias repetidas de
aproximadamente 60 aminodcidos cada una. Cada secuencia repetida posee un
sitio de probable unién a caicio. Algunas subunidades o contienen una secuencia
insertada entre el extremo amino y la primera secuencia de unién a calcio,
denominada dominio | (Insertado) [45). La estructura de las diferentes
subunidades B es muy conservada enfre si. Las posiciones de 56 residuos de
cisteina son conservadas entre las diferentes subunidades p secuenciadas hasta
el momento. Mughas de estas cisteinas se encuentran en unidades repetidas de 4
residuos [45). La caracterizacién bloguimica de las subunidades p ha demostrado
que el extremo extracelular se dobla como una asa, la cual es estabilizada por
puentes disulfuro entre cisteinas conservadas. La presencia de un dominio tipo 1
(de alrededor de 250 aminoacidos) en algunas subunidades p ha demostrado ser
relevante para la funcién del heterodimero [50].

En términes de unidn al ligando, diversos estudios han demostrado que
ambas subunidades son necesarias para el reconocimiento del ligando [51]. Los
dominios de mayor relevancia para ef reconocimiento de ligandos son: a) Los
silios de unién a cailcio y el dominio | localizados en fa subunidad «, y B) el
dominio tipo | localizade en la subunidad f [52). La presencia de cationes
divalentes (Calcio 6 Magnesio) favorece el reconocimiento de la integrina por su

figando [53, 54].
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Familias de Integrinas.

Las diferentes combinaciones de heterodimeros o/f determinan el ligando
con el que se reconocerd. Las subunidades B interaccionan con diferentes
subunidades «. Por lo cual se ha establecido que el nombre de las diferentes
subfamilias de integrinas estaréd determinado por la subunidad § que posea dicho
heterodimero (Tabla 1) [28, 55]. La familia de integrinas $1 es la principal
responsable del reconocimiento de proteina de matriz extracelular {6]. La mayoria
de las células expresan integrinas 1, probablemente por la presencia de matriz
extracelular en casi todos los tejidos. Las integrinas p2 se encuentran en células
de! sistema inmunolégico, en el cual realizan interacciones célula-célula [7). Las
integrinas B3 se encuentran en plaquetas y en céiulas epiteliales realizando
interacciones a sustratos proteices. Las familias restantes se expresan de forma

diferencial en varios tejidos, realizando funciones diversas {1].

Integrinas y contactos focales

La unién de las integrinas con sus ligandos conlleva a! agrupamiento de
dichos receptores en la zona de la membrana plasmatica en donde se realizd la
adhesion, dicha estructura es conocida como contacto focal [61]. Posteriormente,
en estos contactos focales se reclutan filamentos de actina hacia los dominios
citoplasmicos de las integrinas. Dicho reclutamiento es realizado por complejos
proteicos que interaccionan con el citoesqueleto y con los pequefios dominios

citopldsmicos de las integrinas [62].
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Los dominios citoplasmicos de las dos subunidades de las integrinas juegan
papeles importantes en la formacion de los contactos focales [16). La subunidad g
ha demostrado ser necesaria para dirigir a la integrina hacia los contactos focales
[63]. Diferentes aminoacidos en el extremo citoptasmico de fa subunidad B son
determinantes para la interaccion con protelnas que dirigen o estabilizan a la
integrina en fos contactos focales [64]. Por otro lado, la subunidad o parece tener
un papel negativo sobre la funcion de las integrinas. Ante la ausencia de unién a
un ligando, los dominics citoplasmicos de las dos subunidades parecen estar muy
cerca; dicha cercania parece inhibir diversas funciones de fa subunidad p (por
ejemplo; el agrupamiento en fos contacto focales) (65, 66]. La unién de la
integrina con su ligando, asi como sefiales intracelulares, retira el efecto negativo
de la subunidad a sobre la $(51]. Esta separacidon entre los dominios
citoplasmicos permiten la interacciébn de la subunidad § con proteinas que
interaccionan con el citoesqueleto [50]. El efecto de la subunidad o es modulado
por sefales intracelulares que estimulan o inhiben el efecto negativo sobre la
subunidad B (ver reguiacion de la adhesién en la seccidn 1.5) [67].

La formacidn de los contactos focales depende de la densidad de sustrato a
la cual una célula se adhiere. Se ha demostrado que en bajas densidades de
matriz extracelular, las células pueden adherirse pero no son capaces de
extenderse sobre dicha superficie. En concentraciones altas de matriz extracelular,
la extension celular es acompafnada de la formacién de contactos focales [20]. La
necesidad en la extension celular de que las integrinas reconozcan una gran
cantidad de figando, propuso que las integrinas necesitan estar agrupadas para

realizar dicho proceso. Posiblemente, la adhesién inicial este modulada por
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eventos de reconocimiento y unién del ligando, o a través de sefales
intracelulares que favorecen la interaccidn integrinafligando {68). Por su parte, la
extensién ceiular es un proceso dependiente, principalmente, de la formacidn de

contactos focales y de la organizacion del citoesqueleto [16].

Integrinas y cancer

En condiciones fisiolégicas, el desprendimiento de una célula de su lugar
provoca la detencion de su crecimiento y, subsecuentemente la muerte celular
(Fig. 2A). En células adheridas, las integrinas desencadenan seflales bioquimicas
que permiten la proliferacién y crecimiento celular, estos procesos son conocidos
como dependientes de anclaje {29, 56]. La cinasa FAK y las GTPasas de la
familia Ras son componentes primordiales de dichas sefales bioguimicas. En
procesos malignos, las células tumorales evaden la dependencia de anclaje con la
ayuda de oncogenes [57]. Las células malignas pierden adhesividad y producen
menor cantidad de matriz extracelular (Fig. 2B} [57]. Dichas células modulan las
sefiales desencadenadas por integrinas en ausencia de adhesién, evitando la
muerte celular [57, 58). La perdida de adhesividad de integrinas y de cadherinas
en células tumorales favorece la migracion a otros tejidos, proceso conocido como
metastasis [B]. La metastasis €5 e} proceso determinante en la malignidad de un
tejido tumoral.

El papel de las integrinas es fundamental para la migracion celular en un
proceso invasivo. Algunas integrinas participan de forma mas directa sobre la

metastasis. La integrina avp3 es importante para la migracion de melanomas {59).
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En células tumorales de epitelio de mama, las integrinas modulan {a expresion de

metaioproteasas determinantes para [a migracion e invasién de dicho cancer [60].

1.4 Transduccion de seiiales

Las integrinas no sélo actian como anclas de adhesidn, si no que funcionan
como receptores clasicos desencadenando sefiales bioquimicas capaces de
maodificar el comportamiento celutar [69, 70]. En los contactos focales, las integrina
interaccionan con diversas protelnas estructurales y de sefializacidn. Moléculas
como paxilina, falina y vinculina permiten la asociacién y reclutamiento de
proteinas del citoesqueleto, lo cual fortalece la adhesién a la matriz extracelular
[71-73}. Los contactos focales son fuentes generadoras de sefales intracelulares,
las cuaies pueden ser desencadenadas por moléculas como la cinasa asociada a
integrinas (ILK) o la cinasa FAK [6, 73, 74]. Se ha demostrado que al menos 20
diferentes proteinas, incluyendo a las GTPasas Rho, Ras, las cinasas FAK, Raf y
las cinasas reguladas por seiales extracelulares (ERK), son concentradas en los
sitics de union a matriz extracelular (61). El reconocimiento de la matriz
extracelular y el agrupamiento de integrinas provocaba un incremento en la
fosforilacién en tirosinas de diferentes moléculas intracelulares, entre ellas FAK
[12, 75]. Dicha cinasa es capaz de interaccionar con moléculas adaptadoras que
modulan ia actividad de proteinas invelucradas en la divisién celular, por ejempio a
Ras y Src [76, 77). Por otro lado, en varias transformaciones malignas {cancer) en
donde el requerimiento de adhesidn es dispensable, la cinasa FAK se encuentra

en estado activo [57, 78].
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La familia de cinasas activadas por mitégenos (MAPK) forma parte esencial
de las diversas senales desencadenadas por integrina [79). Sus principales
participantes son las cinasas ERK las cuales son capaces, a traves de
fosforitaciones, de modular otras vias de sefializacion o activar la expresion génica
[80}. En leucocitos, el agrupamiento de integrinas en la superficie celutar provoca
la activacion de ERKs para esfimular la transcripcion de interleucinas necesarlas

en {os procesos inflamatorios [81).

1.5. Regulacién de la adhesion: Sefalizacién de adentro hacia

fuera.

La adhesion celular es muy dinamica, lo cual es causado por varios
cambios rapidos que se establecen en las zonas de adhesidn. Dichas zonas,
consideradas inicialmente estables, han demostrado ser zonas de gran movilidad
[43]. Las células pueden modular su estadc adhesivo en respuesta a diferentes
estimulos en cueslion de unps minutos. Esta modulacidn es desencadenada por
vias de sefializacién intracelular, conocidas como sefializacién de adentro hacia
fuera (del inglés “Inside-out signaling™ [27). La sefalizacion de adentro hacia
fuera es capaz de modular principalmente dos procesos: a) la afinidad de las

integrinas (activacién), y b) el agrupamiento de integrinas (avidez) {44).
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Modulacién de la afinidad de la integrinas (Activacion)

Las células son capaces de desencadenar sefales que provocan cambios
en la afinidad de ias integrinas por sus ligandos. La integrina de plaguetas, B3
fue la primer integrina caracterizada capaz de modular su afinidad. En plaquetas,
la integrina ou,Bs  es activada por trombina lo que permite la agregaciéon de
plaquetas en las zonas en donde existe una lesién. La trombina interacciona con
receptores acoplados a proteinas G las cuales desencadenan sefiales que
terminan un cambio conformacional de la integrina ayxPa. Dicho cambio provoca
gue la integrina modifique su estado conformacional a un estado de mayor
afinidad por su ligando, el fibrinégeno [19).

La caracterizacidon estructural de la activacién de las integrina ha empezado
a conocerse. La integrina aupPz ha sido utilizada como modelo experimental, ¢con
esta integrina se ha propuesto un mecanismo de “swicht’ de encendido y apagado,
A través de resonancia magnética nuclear y utlizando péptidos miristilados,
correspondientes a los dominios citoplasmico de la integrina ajuB3 se determind
que cambios conformacionales son transmitidos desde la region intracelular hasta
el sitio de unién del ligando. Asi mismo, dicho estudio determind que la distancia
entre las subunidades es inversamente proporcional al estado de activacion [51).
Al parecer, la subunidad o reprime la funcién de la subunidad B. Lo anterior es
apoyado por estudios en los cuales se elimina el dominic citoplasmico de la

subunidad a, fo cual provoca que {a integrina se mantenga en un estado de alta

afinidad por su ligando [19, 73].
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El modelo de "Swicht” propone que sefiales que modulan la adhesion
alteran la cercania de las regiones citoplasmicas del heterodimero o/f. Una sefal
que active integrinas podria secuestrar la regién citoplasmica de la subunidad o, lo
cual liberarfa la regidn citoplasmica de fa subunidad B. Dicha liberacién se
transmitiria hacia la regién extracelufar permitiendo la formacion de un sitio de
mayor afinidad por el ligando (Fig. 5). En el estado de baja afinidad, el dominio-| de
la subunidad o puede ser mantenido en una conforrnacion cerrada, causado por la
interaccién alostérica de los dominios de unién a cationes en la subunidad a y ef
dominio I en la subunidad {3 [$1] .

La activacién de las integrinas es mediada por sefiales intracelulares que se
desencadenan, principalmente, en respuestas a sefiales mitégenicas, entre otras.
Integrinas de fas familias pi1, 82, p3 y 7 han demostrado tener la capacidad de
activarse ante sefiales intracelulares [26, 27). En los Gltimos 6 aftos, las GTPasas
de la superfamilia Ras han sido involucradas como componente de las vias que
conducen a la activacion de integrinas. En un estudic disefiado para identificar
supresores de la activacion de integrinas, se demostré que H-Ras activado y su
cinasa efectora Raf-1 inhiben !a activacién de integrinas [82, 83). La GTPasa R-
Ras, proteina homodloga de H-Ras, ha demostrado ser un regulador positivo de la
activacion de integrinas en varios tipos celulares [84). Existe evidencia que
involucra a la GTPasa Rho, componente de la superfamilia de Ras, en la
activacion de integrinas [85). En resumen, las GTPasas parecen ser componentes

importantes de las seflales que modulan la afinidad de la integrinas [86] (Fig. 5)
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Figura §.- Modelo propuesto para la activacion de integrinas.- La integrina en un estado
de baja afinidad (+) acerca los dominios citoplasmicos de ambas subunidades, los cuales
pueden acercarse por interacciones no covalentes. En dicho estado el dominio | de la
subunidad o parece cubrir el sitioc de unién del ligando. Ante la presencia de una sefial
activadora, la integrina aleja sus doeminios citoplasmicos. Este cambio conformacicnal se
transmite al dominic | de la subunidad « relajando su estructura, exhibiendo el sitio de
union al ligando y un estado de mayor afinidad (+++). Sefiales activadoras utilizan
moléculas de sefializacién como R-Ras, Fosfatidil-inositol 3 cinasa (Pi-3K), Proteina
cinasa C (PKC), GTPasas Rho enire otras.

Modulacion del agrupamiento de integrinas (Avidez).
La adhesién puede ser regulada a través de modular el agrupamiento de
integrinas en los contactos focales, este proceso es conocido como avidez (Fig. 6)

[27]. El agrupamiento de las integrinas puede ser modulado por diferentes sefiales
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intracelulares que remadelan Jas interacciones con el citoesqueleto o alteran la
velocidad de difusidn de las integrinas en la membrana plasmatica (Fig. 6).
Aunque para algunas integrinas la regulacién de la activacién y de la avidez es
determinante para la adhesion, para ofras integrinas, tales como abf2 y «4B1, la

mayor regulacién se observa en el &mbito de la avidez [27].

Integrina

Activada Extensiéon

Migracion

FAK 7
w§ Cinasas Src Y A .
“p Fosforilacion de paxilina, L S,
tensina, etc LY / NS
GTPasa Rho o A
f Cinasas de inositolfosfato S RN
Metabolismo de lipidos R A
‘\\.—"‘ ' R ‘
Senales de Citoesqueleto

otros receptores

Fig. 6.- Modulacién de 1a avidez. Este proceso se basa en el agrupamiento de integrina en
los puntos de contacto con la matriz extracelular. Las integrinas son reclutadas por
diferentes proteinas (¥} en respuesta a sefiales intracelulares. En estos contactos focales
es donde el citoesqueleto se ancla.

Las sefales que regulan la avidez recaen en las proteinas que
interaccionan con las integrinas y que modulan las interacciones con el
citoesqueleto, como por ejemplo: Talina, a-actinina y Filamina [87]. En este tipo de
regulacién la pariicipacién de las GTPasas de la superfamilia Ras es fundamental.

Las GTPasas Rho, Rac y Cdc42 son capaces de modular las interacciones entre
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las integrinas y el citoesquelelo, favoreciendo el ensamble de los contactos focales
asociado con las fibras de estrés de actina [88] En especial, la GTPasa Rho
parece ser un modulador fuerte del citoesqueleto, ya que cambios en la actividad
de dicha GTPasa modifican drasticamente a los filamentos de actina [88].

El citoesqueleto de actina forma diferentes clases de filamentos vy la
organizacién de estos es modulada por la formacién de contacto focales [5]. La
contractibilidad mediada por miosina ha demostrado ser fundamental para la
génesis de los contactos focales [19]. La aplicacion de tension sobre la superficie
adherida por integrinas es capaz de favorecer el agrupamiento de integrinas. Asf
mismo, agentes como citocalasina D (inhibidor del desensamble de actina)

previenen &l agrupamiento de integrinas {16).

1.6. R — Ras (del ingles ‘Related-Ras’)

R-Ras es una GTPasa de la superfamilia de Ras involucrada en procesos
de adhesion y apoptosis. R-Ras pertenece a esta superfamilia por su 55% de
homologia con H-Ras. R-Ras fue identificada por primera vez en 1986, a traves de
sondas semihomélogas a H-Ras y por hibridacién no exigente [89]. R-Ras posee
dos regiones, una contiene al sitio de GTPasa, que une a GTP con muy alta
afinidad. Por otro lado, fa region carboxilo terminal es procesada (famesiacion y
palmitoilacién) para que la GTPasa se inserte en la membrana plasmatica [90].

R-Ras ha sido involucrada en la aclivacidn de integrinas, modulando la
afinidad de éstas por sus ligandos. En 1996 se describié que la expresién de R-
Ras 38V (una forma constitutivamente activada de R-Ras) era capaz de

incrementar la afinidad de la Integrina para fibronectina, reflejandose en un
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incremento en la adhesion celular, Por otro lado, la expresion de una vanante
dominante negativa (R-Ras 43N) decrecia la adhesién a fibronectina [84]. Esos
datos involucraron por primera vez a una GTPasa en la modulacién de la afinidad
de integrinas. Posteriormente, diferentes grupos han demostrado que R-Ras
posee el mismo efecto en varios tipos celulares [67, 91, 92]. En 1999, se
demostrd que R-Ras gjerce su efecto sobre las integrina a través de modular los
dominios citoplasmicos de la subunidad « [67]. En dicho estudio R-Ras fue capaz
de modular la migracién y adhesion de epitelio de mama sobre colédgena |, pero no
sobre fibronectina. De esta manera se ha estipulado que lo efectores de R-Ras
afectan a subunidades especificas de integrinas. El efecto de R-Ras ha
demostrado ser dependiente de un sitio rico en prolinas que une a dominios SH3,
los cuales producen interacciones proteina-proteina [93]. Los efectos de R-Ras
sobre la adhesion y la apoptosis son dependientes, en mucho casos, de la cinasa
PI-3K. Dicha cinasa ha demostrado ser capaz de interaccionar directarmente con
R-Ras [51, 94].

Aunque lo efectos de R-Ras sobre las integrinas estan basados en ia
modulacion de la afinidad, no se duda que la participacion de R-Ras sea mas

compleja ¢ involucre otros procesos.
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1.7 Cancer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino es una patologia que proveca la muerte de
500,000 mujeres al afo en todo el mundo. En México, este cancer es la principal
causa de muerte de mujeres {85]. La principal eticlogia asociada con el cancer
cérvico-uterino es el papilomavirus humano (HPV). Sin embargo, la formacién de
tumores de manera independiente a la infeccién con HPV es viable [95]. En dichcs
tumores la transformacién se asocia a mutaciones en oncogénes como p53.
Aunque la biologia celular del cancer de cérvix ha sido muy estudiada, poco se
conoce en relacién a los mecanismos de metastasis de dicho cancer. Los estudios
hasta el momento realizado se han basado en determinacion inmunohistoquimica
de ciertas moléculas de adhesion. Las cadherinas y las integrinas son las
principales moléculas estudiadas, y cuyos patrones varian entre un tejido
transformado y un tejido normal [108]. Dependiendo del estado de malignidad de
un tumor de cérvix, diversos patrones de expresion de ciertas integrinas han sido
detectados. La alteracion de la expresion de las integrinas parece ser un marcador
de malignidad.

Aunque estudios de expresién de moleculas de adhesidn se han llevado a
cabo, la funcidn y regufacién de estas no ha sido estudiada. Conocer los
mencanismo que el epitelic de cérvix realiza permitird conocer mas sobre la

biologia de este epitelio en condiciones fisiolégicas y en condiciones patologicas.

26



2. Planteamiento del problema

tas GTPasas juegan diversos papeles en la adhesidn celufar, tanto como
moléculas de sefalizacién de adhesidn como moléculas reguladoras de dicho
proceso. R-Ras es una GTPasa que pariicipa en procesos celulares como
apoptosis y adhesion celular. Las funciones biolégicas de esta GTPasa y sus
moléculas efectoras no son conocidas completamente. El estudic de los
mecanismos que regulan la adhesidn es determinante para entender procesos
patokégicos como el cancer.

R-Ras es capaz de incrementar la afinidad de integrinas por fibronectina y
coladgena | en células de cancer de epitelio de mama. Sin embargo, no se conoce
el efecto de dicha GTPasa en célula de cancer cérvico-uterino, 1a principal causa
de muerte de mujeres en México. Nosotros nos interesamos en conocer si R-Ras
afecta el estado de activacién de las integrinas de células de céncer cérvico-
uterino. También, si R-Ras es capaz de modificar la adhesién de dichas célula a
fibronectina y colagena 1. Fosfatidil inositol 3 cinasa (PI-3K) es una molécula que
modula los efectos celulares de varias GTPasas. En algunos tipos celulares R-Ras
es capaz de interactuar con PI-3K, en células de epitelio cérvico-uterino, no existe
reportes de interaccidn entre R-Ras y PI-3K, y por lo tanto e desconoce su

relevancia bioldgica.
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Si R-Ras modula las funciones celulares de integrinas, dicha GTPasa
probablemente modulard procesos posteriores a la adhesion celular, como la
expresion de genes. En lineas celulares de epitelio de mama asi como en otros
turnores, las proteasas son fundamentales para la metastasis e invasion de nuevo
tejidos. Nosotros pensamos que las lineas celulares de epitelio cérvico-uterino son
capaces de secretar proteasas. Probablemente, las integrinas modulen la
expresion de algunas proteasas secretadas por células de epitefio cérvico-uterino.

Este estudio pretende iniciar la caracterizacion de los mecanismos de
adhesién de células de epitelio cérvico-uterino a matriz extracelutar y su relacion

con procesos malignos.
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3 Hipétesis de trabajo

R-Ras es capaz de incremeniar la adhesion de células de epitelio cérvico-
uterino & fibronectina y coldgena tipo-l. R-Ras puede incrementar el estado de
activacion de integrinas 1 de dichas células de epitelio cérvico-uterino y que

dicho efecto puede ser modulado por PI-3K.

Las funciones celulares posteriores a la adhesién, como la secrecion de

proteasas, son moduladas por R-Ras.
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4 Objetivos

Para probar las hipOlesis planteadas se buscd completar los objetivos

siguientes:

Transfectar establemente células de epitelio cérvico-uterino con
formas mutadas de R-Ras

Hacer ensayos de adhesién a fibronectina y colagena | con células
estables.

Analizar el estado de activacion de las integrinas p1 por citometria de
flujo.

Analizar el efecto de inhibidores de PI-3K sobre los efectos de R-
Ras.

Medir directamente la actividad enziméatica de cinasas inveolucradas
en la sefializacion de adentro hacia fuera.

Analizar si tas célula de epitelio cérvico-uterino producen proteasas
de manera dependiente de la adhesién a fibronectina y colagena |
Realizar zimogramas para conocer el efecto de R-Ras sobre la

secrecion de proteasas.
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§ Materiales y Métodos

Células

Las lineas celulares de cancer cérvico-uterino C33 (ATCC), VIBO e INBL
fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SFB), en ausencia de antibidticos y a 37°C con 5% de CO;. La linea C33
es negativa para la presencia del virus de papiloma, mientras que las tineas
celulares mexicanas VIBO e INBL son positivas para la presencia de virus del
papiloma {95]. Las lineas celulares crecen en monocapa por lo cual se utiliza
tripsina (Gibco) por 5 min a 37 °C para desprenderlas. Previo a cada ensayo, las
células desprendidas se incuban 20 min a 37 °C en DMEM con el fin de que se
recuperen del tratamiento con tripsina.
Inhibidores

Para inhibir a la enzima fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI-3K) se usé el inhibidor
LY294002 (Calibochem). Para detectar metaloproteasas se usaron EDTA (Sigma),
quelante de iones divalentes, y 1-10 fenantrolina (Sigma), Inhibidor clasico para
detectar metaloproteasas.
Anticuerpos

Para la deteccidn del epitope de la hemaglutinina def virus de la influenza
{HA) se utiliz6 el anticuerpo monoclonal (mAb) 12CAS (Santa Cruz Biotechnology).
La identificacidn de R-Ras se logrd utilizando el anticuerpo policlonal anti-R-Ras
C19 (Santa Cruz Biotechnology). Dicho anticuerpo reconoce los ultimos 23 amino

acidos caracteristicos de R-Ras. Para los ensayos de bloqueo de adhesion se
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utilizan el mAb TS2/16 (anti-subunidad B1} y el mAB B4 (anti-subunidad p2). Et
mAb 15/7 se utilizé para determinar el estadc de activacién de las integrinas p1.
Dicho anticuerpo fue gentilmente donado por el Dr. Ted A. Yednock (Athenas
Neuroscience) [96). Para inmunoprecipitar PI-3K se usé el anticuerpo monoclonat
de conejo anti-PI-3K[p110p] (Santa Cruz Biotechnology),

Plasmidos: La GTPasa R-Ras en sus formas mutadas R-Ras¥‘
{constitufivamente activa) y R-Ras®™ (dominante negativo) se clonaron en el
plasmido retroviral pZIP. Del mismo modo, R-Ras87L se utilizé clonada en el
plasmido pDCR. En dicha construccion R-Ras estd fusionada al epitope HA.
Todos los plasmidos confieren resistencia a geneticina (G418)(Gibco), asi como
resistencia a ampicilina. Estas construcciones fueron donadas por la Dra. Adrianne

D. Cox {University of North Carolina)[67].

Transfeccion de células C33

Método de co-precipitacion de fosfato de calcio: 2 x 10° células se cultivan un dia
antes de la transfeccién en cada pozo de placas de 6 pozos. Se prepara el co-
precipitado de fosfato de caicio y DNA agregando en un tubo de 12x75 mm 10 g
del plasmido deseado, y completando a un volumen finat de 105 W con agua
desionizada. Se agregan entonces 105 pl de 0.5 M CaCl,. Paralelamente, en ofro
tubo se agregan 210 pl de una solucidén 2X HBS (280 mM NacCl, 10 mM KCI, 1.5
mM NaHPO:;, 12 mM D-Glucosa, 50 mM Hepes pH: 7.05), esterilizada por
filtracién. La mezcla de ADN y CaCl: se agrega por goteo al tubo con la solucion
2X HBS. El tube se agita suavemenie y se incuba por 15 min a temperatura

ambiente para permitir la formacién de! precipitado. Dicho precipitado se agrega
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gota a gota a las células. Las células se incuban por 12 h a 37 °C. Posteriormente,
las células se incuban con medio DMEM + 10% Glicero! por 3 min a temperatura
ambiente. Después las célutas se lavan 3 veces con DMEM sin suero y se dejan
incubande en DMEM con suero durante 36 h a 37°C. Después de esta ultima
incubacién, el medic se cambia por medio con G418 [DMEM + 10% SFB + 0.5
mg/ml de Geneticina (G418)] para seleccionar células que expresen R-Ras

establemente. La presidn de seleccién se mantuvo durante todo el estudio.

Transfeccién de células INBL y VIBO.

Mélodo de transfeccién con Lipofectina:  se ufilizé un método ya reportado de
transfeccién rapida con lipidos catidnicos [97]). En dicho método, las células se
agregan a fa mezcla con ADN/Lipido y mientras las células se adhieren a la placa
de cultivo, simultdneamente, se transfectan. Nosotros utilizamos el reactivo
denominado lipofectina (Gibeo), el cual es mas recomendada para células de
origen epitelial [97]. Para cada transfeccion, se diluyen el ADN (1 nug) y la
lipofectina (3 pl) en 25 pl de medio DMEM cada uno por separado en una piaca de
96 pozos. Las disoluciones de ADN y lipofectina se incuban por 5 minutos.
Posteriormente, la disolucién con lipofectina se mezcla con la disolucién con ADN,
y dicha mezcla se incuba durante 20 min a temperatura ambiente para permitir la
formacion de los complejos ADN/ipofectina. Por otro lado, se prepara una
suspensién celular a una densidad de 1 x 10° células/ui. Se toman 100 ul de la
suspensién celular y éstos se agregan al pozo que contiene los complejos de
ADN-lipofectina en la placa de 96 pozos. La mezcla de células con los complejos

se incuba por 12 h a 37 °C, Pasada la Ultima incubacion, el medic de transfeccién
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se refira y a las células adheridas se le agrega medio DMEM suplementado con
10% de suero. Las células se incuban por 24 h méas a 37 °C. Finalmente, las
células se incuban con el medio con G418 [DMEM + 10% SFB + 0.5 mg/ml de
Genelicina (G418)) para seleccicnar el crecimiento de células franfectadas

establemente. La presion de seleccion se mantuve durante todo el estudio.

Cultivo de bacterias y purificacién de plasmidos.

Se prepara un cultivo de bacterias, previamente transformadas con los
plasmides de interés, en 5 ml de medio LB (Sigma) suplementado con 100 ug/ml
de ampicilina a 37°C con agitacién durante toda Iz noche. Dicho cultivo se afiade a
500 ml de medio LB suplementado con 100 nug/ml de ampicilina y se deja
incubando durante {oda la noche a 37°C en agitacién. Las bacterias se recuperan
centrifugande en frascos de 250 ml a 5000 rpm en un rotor JA-14 {Beckman) a
4°C durante 10 min. Se desecha el sobrenadante y el pellet de bacterias se
resuspende en 10 m! de la solucion P1 [S0 mM glucosa, 25 mM Tris pH = 8, 10
mM EDTA y 5 mg/ml de lisozima], y se incuba por 15 min a temperatura ambiente.
A la mezcla se le agrega 20 mi de la solucién P2 [0.2 N NaOH, 1% SDS] y se deja
incubando en hiele por 5 min. Finalmente, a la mezcla se le afiade 15 mi de
solucién P3 [6 M acetato de potasio, 11.5% &cido acético glacial y agua
bidestilada] fria y se deja incubando en hielo por 5 min.

Los lisados de bacterias se centrifugan 20 min a 10000 rpm a 4°C por 10
min en un rotor JA-14 (Bechman). Ei sobrenadante se transfiere a otro frasco y se
le adiciona 25 ml de isopropanol. La mezcla se deja 15 min a temperatra

ambiente para precipitar el ADN. La mezcla se centrifuga a 10000 rpm a 4°C por
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30 minutos en un rotor JA-14 (Bechman), para recuperar el ADN. E| sobrenadante
se desecha y la pastilla de ADN se disuelve en TE [ 10 mM Tris pH=8, 1 mM
EDTA], v se le agrega 4 g de CsCly 300 pl de bromuro de elidio (10 mg/ml). La
mezcla se transfiere a tubos Quick-Seal Potyallomer de 13 x 15 mm (Beckman
#342412] para gradientes de CsCl. Los tubos son sellados con calor y se colocan
en un rotor NVT901 (Beckman). La centrifugacidon del gradiente se realiza a
85000 rpm por 3 h a 20 °C. La banda que contiene al pldsmido de interés se
recupera del gradiente y ésta se diluye en TE. Posteriormente, el exceso de
bromuro de elidio se elimina por medio de extracciones con 1-butanol. La solucién
con ADN se dializa contra TE por al menos 2 h a 4 °C. Después de la dialisis, ta
solucién con ADN se incuba con RNAsa [50 pg/ml] por 1 h a 37 °C, y
posteriormente con proteinasa K [50 pg/mi] por otra hora. A cada tubo se afiaden
300 pl de cloroformo y 200 pl de fenol para limpiar el ADN, luego los fubos se
centrifugan a 14000 rpm durante 5 min en microcentrifuga. Se recupera la fase
acuosa y este procedimiento se repite 3 veces. Para eliminar el exceso de fenol
se agrega 300 pl de cloroformo y se centrifuga a 14000 rpm durante 5 min en
microcentrifuga, recuperandose la fase acuosa, lo anterior se repite 3 veces mas.
Para recuperar el ADN de la disolucién final, se precipita el ADN con 2.5
volumenes de etanol 100 % y 1/10 volumenes de 3 M acetato de sodio. La mezcia
con ADN y etanol se incuba por 24 h a ~70 °C. Finalmente, ios tubos se
centrifugan a 14000 rpm por & min en microcentrifuga y la pastilla de ADN se

resuspende en agua estéril y se guarda a -20 °C.
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Ensayo de adhesién
Placas de 96 pozos son recubiertas con proteinas de matriz extracelular,

Colagena | {(Col 1), Fibronectina (FN), o albumina (BSA) a diferentes
concentraciones, las cuales son descritas en los pies de figura. Las placas se
incuban con las proteinas durante la noche a 4 °C, y posteriormente, son
bloqueadas con 3% BSA en PBS {150 mM NaCi, 2 mM KCI, 5.6 mM Na;HPO, , 1
mM KH2PO, pH = 7.4] durante 2 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo
se retira dicha solucion. Finalmente, cada pozo de la placa es cubierto con 50 pl
de 1% BSA en medio DMEM. Por otro lado, se prepara una suspensién celular a
una concentracién de 1000 células/ut en medio DMEM con 1% BSA. Se agregan
50 ul de la suspension celular a cada pozo recubierto de proteina y las placas se
incuban a 37 °C por 1 h. Transcurrido este tiempo, los pozos de la placa se lavan
3 veces suavemente con PBS, después cada pozo se incuba con 50 pl de una
solucién de cristal violeta [0.5 % cristal violeta, 20% metanol en PBS pH= 7.4] por
30 min a temperatura ambiente. La anterior incubacién tefiirda las membranas
celulares. Finalmente, la placa es lavada con agua destilada 3 veces. Se agregan
100 u! de 1% SDS por pozo para lisar las células. El colorante que se desprende
de las células se cuantifica en un lector de ELISA (Bio-Tek Instruments) a una
longitud de onda de 590 nm.
Lisado de células

1x107 células transfectadas establemente son centrifugadas @ 6000 rpm por 1
min en una microcentrifuga. La pastila celular se resuspende con 100 ul de una

solucidn de lisis RIPA [150 mM de NaCl, 1% Triton X-100 (Sigma), 0.5 %
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Deoxicolato de sodio, 0.5% de EDTA y 50 mM de Hepes) que contiene inhibidores
de fosfatasas (TmM NazV0O, y 1 mM de p-nitrofenil fosfato) e inhibidores de
proteasas (50 pg/ml Aprotinina, 25 ng/m! de Leupeptina, 25 pg/ml Pepstatina, y 2
mM de PMSF)). La mezcla formada se incuba en hielo durante 20 min y
posteriormente se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 min a 4 °C en una
microcentrifuga. Finalmente, el sobrenadante se recupera y se pasa a un tubo

nuevo para ser congelado a -70 °C o para ser usado inmediatamente.

Electroforesis
La camara de electroforesis (BioRad) se monta como io sugiere el fabricante,
Se preparan geles (resolvedor) al 7.5% de acrilamida para detectar a PI-3K y al
12 % de acrilamida para detectar a R-Ras. Los geles al 7.5% de acrilamida se
preparan mezclando 1.25 mi de solucibn amortiguadora de corrida {48 mM de HCI,
3 M Tris base, pH= 8.9], 1.875 ml de ia solucién de acrilamida al 40 % [38.96 g de
acrilamida {BioRad}, 1.04 g de bis-acrilamida (Bio Rad) en agua desionizada}, 100
wl de 10% dodecil sulfato de sodio (SDS), 100 pl de 10% persulfato de amonio
(APS), 10 pl de TEMED vy llevando todo a 10 ml con agua desionizada. A la
mezcla resultante se le permite peolimerizar en la cAmara de electroforesis, asi
mismo por encima del gel se coloca una capa de n-butancl para dejar el borde
superior de! gel uniforme. Después de la poiimerizacidn del gel, el n-butanol se
retira.
Para los geles al 12% se mezclan 1.25 mi de solucidn amortiguadora de
corrida, 3 ml de la solucién de acrilamida al 40 %, 100 pl de 10% SDS , 100 pl de
10% APS, 10 pl de TEMED y llevando todo a 10 ml con agua desionizada. A la
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mezcia se le permite polimerizar y se sigue el procedimiento hecho con Jos geles
al7.5%.

Para formar el gel concentrador (al 3.5% de acrilamida) se mezclan 1.25 ml
de solucién amortiguadora concentradora [500 mM Tris base pH= 6.7 en agua
desionizada), 0.75 ml de acrilamida 40%, 100 p! de 10% SDS, 100 pl de 10%
APS, 10 ul de TEMED y lievando todo a 10 ml con agua desionizada). A {a camara
de electroforesis (con los geles de 12 ¢ 7.5% de acrilamida) se le instala un peine
de 0.5 mm y sobre el gel resolvedor polimerizado se agrega la mezcla del gel
concentrador, a este Ultimo se le permite polimerizar. Las muestras de interés son
mezcladas con el amortiguador de muestras { 5 ml de la solucién amortiguadora
concentradera, t g SDS, 4 ml de glicerol, 5 mg de azul de bromofenol],
posteriormente, las muestras son hervidas durante § min a 100°C y cargadas en
los geles. Los geles se corren en una solucién amortiguadora de corrida [256 mM
Tris base, 180 mM glicina y 1 % SDS en agua desionizada] a 20 mA por
aproximadamente 1.5 h.

Western Blot

La membrana de difiugruro de polivinilideno (PVDF) se moja con metanol
por 15 segundos, se enjuaga con agua destilada y se incuba 15 min en selucién
amortiguadora de transferencia { 25 mM de Tris-HCI, 192 mM glicina y 20 % de
Metanol, pH= 8.3]. Por ofro lado, el gel en donde se resolvieron las proteinas de
interés se monta en el dispositivo de transferencia. El dispositive se monta
colocando: una esponja, papel filtro, el gel, la membrana de PVDF, una segunda

capa de papel filtro y por {itimo otra esponja. La fransferencia se realiza en
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aparatos para minigeles (BioRad) siguiendo las instrucciones del fabricante
colocando la membrana en direccion al polo positivo, a 500 mA por 2 h.

La membrana de PVDF con las proteinas transferidas, se lava dos veces
con PBS y se deja en una solucion blogueadora [ 5% de leche Carnation libre de
grasas, 1% de BSA y 0.05 % de Tween-20 en PBS) durante toda la noche.
Posteriormente, la membrana se incuba durante 1 hr a temperatura ambiente con
el anticuerpo deseado [ 1ug/ml de anti-HA, 0.1 pg/ml anti-p110f o una dilucion de
1/500 de anti-R-Ras C19] diluido en la solucién bloqueadora. La membrana se
lava cinco veces con PBS y se deja incubando durante 1 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario [anti-tlgG de ratén o anti-lgG de conejo
marcado con peroxidasa) diluido en la solucién blogueadora. La membrana se lava
cinco veces con PBS y e fransfiere a un recipiente que contenga el substrato
quimioluminiscente “SuperSignal” (PIERCE) durante 5 min. Finalmente, la

membrana se expone por 10 min ¢ més a una placa fotogréafica para rayos X.

Inmunoprecipitacion

100 ul de lisado celular se colocan en un tubo eppendorf y se le agrega 1 pg
del anticuerpo deseado. La mezc¢la se incuba durante 2 h a 4 °C en agitacion en
una rueda giratoria. Posteriormente, al lisado se le agregan 40 pl de proteina A-
Sefarosa (Pharmacia Biotech.) disueita en PBS y todo se incuba por4 ha 4 °C en
la rueda giratoria. Después, la mezcla se centrifuga a 3000 rpm durante 1 min en
microgentrifuga y el botén de safarosa se lava dos veces con ta solucién RIPA y
cinco veces con PBS. Posteriormente, la proteina A-Sefarosa se mezcla con 35 pl

de solucién amortiguadora de muestra y se hierve a 100 °C durante 5 min. La
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mezcla resultante se centrifuga a 3000 rpm durante 1 min en microcentrifuga y se
recupera el sobrenadante. El contenido del sobrenadante se analiza por Western

biot.

Citometria de Flujo

Por cada anticuerpo a usar, 1x 10° células son resuspendidas en 100 ul de
{a solucion de FACS ( 0.5 % BSA, 1% sucrosa en PBS) fria y se incuban por 10
min en hielo. Se agrega entonces el anticuerpo de interés [50 pi de una dilucién
1/1000 de liguido de asitis 0 50 pl de anticuerpo purificade a 1 pg/m!] y se incuban
en hielo durante 45 min. Las células se lavan 3 veces con PBS centrifugando a
6000 rpm por 1 min en microcentrifuga. Posteriormente, las células se
resuspenden en 100 ul de solucién de FACS y se agregan 20 pl de una dilucién
1/10 de anticuerpo F(ab'), anti-lgG de ratén marcado con isothiosianato de
fluoresceina (FITC). Finalmente, las células se lavan 3 veces con PBS y se les
agregan 500 ul de 1% paraformaidehido en PBS. Las células se registran en un
aparato para FACScan (Beckton Dikinson), registrandose 1a emision del FITC a

longitud de onda de 520 nm,

Zimogramas

500 pl de sobrenadante (medio condicionado) de las lineas celulares
crecidas a confluencia son colectados en tubos eppendorf. Los tubos se
centrifugan 2 min a 14000 rpm en microcentrifuga para eliminar restos celulares. A
150 p de medio condicionado se les agregan 50 ul de amortiguador de muestra
Laemmli 4X [10% SDS, 40% Glicerol, 50% amortiguador espaciador y se lieva a

10 m! con agua desionizada). Las muestras se pueden usar al momento 0
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congelar inmediatamente a -70 °C. Para la electroforesis se prepara un gei
resolvedor mezclando 1.25 mi de amortiguador resolvedor, 2.125 ml de acrilamida
40%, 100 pl de 10% SDS, 100 p!f de 10% APS, 4 ml de solucidn 5 mg/ml de
geiatina {(gelatina de piel de porcino tipo A - SIGMA-) ¥ 10 ul de TEMED. La
geleatina ha ido usada como un sustrato promiscuo para la identificacién de
proteasas.

Para el gel concentrader al 3.5% de acrilamida se mezelan 1.25 ml de
solucidn amortiguadora concentradora [500 mM Tris base pH=6.7 en agua
desionizada], 0.75 m! de acrilamida 40%, 100 pl de 10% SDS, 100 ul de 10%
APS, 10 pl de TEMED y llevando todo a 10 ml con agua desionizada], A la cdmara
de electroforesis {con los geles de 12 o 7.5% de acrilamida) se le instala un peine
de 0.5 mm y sobre el gel resolverdor polimerizado se agrega la mezcla del gel
concentrador, a este Gitimo se le permite polimerizar. Las muestras de los medios
condicionados son corridas a 25 mA en la fase concentradora y a 30 mA en la fase
resolvedora, la corrida dura aproximadamente 1 h y se realiza a 4 °C. Terminada
la corrida, se desarman las cAmaras de electroforesis y se recupera el gel. El gel
se lava durante 30 min 5 veces con PBS en agitacion a 4 °C. Posteriormente, el
gel es incubado en una solucion para proteasas [Tris-base 50 mM pH= 7.8, 150
mM de NaCl, 5 mM de CaCl;] durante 24 6 48 h a 37 °C. Finalmente, el gel es
tefido con una solucién de azul de coomassie [5 g de Azul de Coomassie, 600 ml
de Ho0, 300 ml de metanol, 100 ml de &acido acético glacial] durante 30 min.
Pasado este tiempo, el gel es decolorado con fa solucion destefiidora { 45% de
metanol, 10% de acido acético glacial, 45% de H:0]. La degradacion de la gelatina
{protedlisis) se registra en las zonas claras enmarcadas por el fondo azul. Para

4]



caracterizar el tipo de proteasas se utilizan los inhibidores EDTA (6 mM) y 1-10
fenantrolina (1 mM) en la solucidn para proteasas durante el tiempo de incubacién

198).

Ensayo de extension celutar {“cell spreading”).

Placas de 12 pozos se recubren con Ceolagena tipo |, Fibronectina 0 BSA a
una concentracién de 15 pg/mi (aprox. 2 pg/cm?). La placa se incuba durante una
noche en agitacién a 4 °C, después se elimina la solucidn con la proteina. 100 pi
de una suspensién celufar (2 x 10° células/ml en DMEM) se agregan en e! centro
de cada pozo de la placa. Las células se incuban por 15 h a 37 °C.
Posteriormente, se agregan 100 pl de una solucién fijadora [ 2.5% formaldehido,
2.5% de glutaraldehido en PBS pH= 7.3] y se incuba por 1 h a temperatura
ambiente. Finalmenie, se c_uentan 120 células de campos diferentes al azar y se
registra cuantas células se expandieron [98).

Las células de los ensayos de extension celular fueron estudiadas por
microscopia para determinar el area de la extensidn. Utilizamos un microscopio
invertido {Nikon), con un aumento de 40X y el area en pixeles se determind
utilizando &l programa de computacién Scion Image versién Win88 1998 (Scion

Corporation. Inc).

Ensayos de actividad de PI-3K
Iniciaimente, PI-3K fue inmunoprecipitada de lisado de células C33 con 1 pg
de anticuerpo anti-PI-3K (subunidad p110p) por 2 hr a 4 °C. A la mezcla se agregd

20 pl de la proteina A-Safarosa y todo se incubd por 2 h mas a 4 °C. Las perias de
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safarosa fueron lavadas 3 veces con PBS frio suplementado con 1% NP-40 y 1
mM ortovanadato de sodio, fa mezcla se lavd 3 veces con 100 mM Tris pH=7.4 y
dos veces con un amortiguador TNE (10 miM de Tris pH= 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA) y 100 uM de cortovanadato de sodio. Los inmunoprecipitados fueron
resuspendidos en 70 pl de amortiguador para ensayo de cinasa (10 mM Tris pH
7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 100 mM MgCl, 0.88 mM ATP, 7.5 uCi [y-2P]
ATP -0.11 TBg/mmol; 2 mCifml- y 20 ug de L-a-fosfatidil-inositot). La mezcla fue
incubada a temperatura ambiente por 30 min y la reaccidn fue detenida agregando
20 pl de 6 N HCL. Los lipidos fueron extraides de la mezcla con 100 uf de
CHCI3:CH3OH (1:1 i), mezc¢lando fuertemente y centrifugando a maxima
velocidad en una microcentrifuga por 5 min. 50 pl de la fase organica fueron
colocados a una placa de silica gel oxilada. Los lipidos fueron resueltos por
cromatografia de capa fina usando una mezcla de disolventes
CHCI3:CH30HHO:NH,OH (60:47:11.3:2 viv). La actividad de PI-3K fue detectada
exponiendo la placa de silica gel a una placa de autoradiografia, la exposicién
duré alrededor de dos semanas a —70 °C. Para evaluar que la cantidad de PI-3K
inmunoprecipitada, una alicuota de la muestra fue separada y se aplicé un ensayo

de Western Blot utifizando el anticuerpo anti-PI-3K {subunidad p110p).
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6. RESULTADOS
Las células de cancer cérvico-uterino son capaces de adherirse a
fibronectina o coldgena tipo-1 a través de integrinas f1.

Hasta el momento no existe una caracterizacion de la adhesion de células
de epitelio cérvico-uterino. Asi, nosotros determinames inicialmente, a través de
ensayos de adhesion, si las células de epitelio cérvico-uterino C33 reconocian
especificamente a proteinas de matriz extracelular. Células C33 fueron incubadas
en placas recubierfas con colagena fipo-l, fibronectina, 6 albdmina (control
negativo). La adhesién a alblmina fue baja o casi nula. La adhesién a fibronectina
0 a colagena tipo-l fue mayor respecto a ia adhesién con albumina (Fig. 6). La
adhesion a fibronectina fue mayor que a colagena tipo-l, aun cuando ambas
proteinas se encontraban en la misma concentracidén (Fig. 6). Estos datos
muestran que fas células C33 de epitelio cérvico-uterino son capaces de
reconocer y adherirse especificamente a fibronectina y colagena |,

Como las integrinas B1 son los principales receptores de matriz extracelular
en una gran variedad de células nosotros determinamos si la adhesion a
proteinas de matriz extracelular era dependiente de integrinas B1. Utilizando
anticuerpos contra integrinas 1, nosotros estudiamos el bloqueo de la adhesién a
fibronectina. Previo al ensayo de adhesidn, incubamos tas células C33 con
anticuerpos anti-B1 (TS2/16) o anti-p2 (IB4). La adhesion a fibronectina fue
completamente bloqueada con el anticuerpo TS2/16 (Fig. 7). Ef anticuerpo anti-fi2
(IB4) no afectd la adhesién de las células C33 a fibronectina. Por lo tanto, las

integrinas p1 en células de cérvix modulan la adhesion a fibronectina.
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Fig. 6.- Adhesion de células C33 a proteinas de matriz extracelular. Las células C33
fueron incubadas durante 1 h a 37°C en una placa de 96 pozos recubierta, con albimina
(BSA), con fibronectina (Fn) o con colagena | (Col 1) ( 10 uglem?). Las células adheridas
fueron teftidas con cristal violeta y la absorbancia del colorante se registréd a una longitud
de onda de 590 nm. Experimento representativo de 3 delerminaciones. Los datos son
promedios + error estandar de quintuplicados.
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Fig. 7.- La adhesion de células C33 a fibronectina es mediada por integrinas p1. Las
células C33 fueron preincubadas con fos anticuerpos que anti-B1 (TS2/186) o anti- f2 (I1B4)
durante 30 min a 37°C. Posteriormente, las células se incubaron en placas para ensayos
de adhesién recubiertas de fibronectina (10 pgfem?®). La células adheridas se cuantificaron
tiiendo con cristal violeta y la absorbancia del colorante se registré a una longitud de
onda de 590 nm. Ensayo representativo de 3 determinaciones. Los datos son el promedio
+ error estandar de triplicados.
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Expresién de formas mutantes de R-Ras en lineas celulares de epitelio
¢érvico-uterino

La linea celular C33 de epitelio cérvico-uterino fue transfectada por el
método de co-precipitacion de fosfato de calcio. La eficiencia de transfeccion en
esta [inea celular con dicho método es de 20 % (dato no mostrado). Las células
C33 fueron transfectadas con la mutante constitutivarmente activa de R-Ras (R-
Ras87L), con la mutante dominante negativa {R-Ras43N), asi como con los
respectivos vectores en lo cuales dichocs mutantes fueron clonados (Tabla 2). Al
menos 6 subclonas {lineas estables) fueron aisladas para cada plasmido.

La transfeccidn de las céiulas VIBO e INBL por el método de co-
precipitacién de fosfato de calcio fue de una eficiencia muy baja. Lo anterior dio
como resultado que no se obtuvieran células transfectadas establemente. Para la
obtencién de células estables de las lineas VIBO e INBL se utilizd el método de
transfeccion por Lipofectina (Tabla 2). La transfeccién con lipidos catidnicos
{Lipofectina) fue 5 veces mas eficiente en esta lineas celulares, lo cual favorecid la
obtencién de poblaciones de células transfectadas establemente en presencia de
geneticina. Las lineas VIBO e INBL fueron transfectadas con la forma activada de
R-Ras87L o con el vector pDCR en el que esta mutante fue clonado.
Posteriormente, 5 subclonas de células estables fueron aisladas a traves de
diluciones seriales.

Para demostrar que las células C33 expresaban establemente a las
mutantes de R-Ras, la presencia de dichas moléculas fue evaiuada por Western
Blot. Ei gen de la mutante R-Ras87L se encuentra fusionado al! epitope de

hemaglutinina (HA) det virus de la influenza, lo que facilita su identificacién. Las
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células transfectadas con R-Ras87L o el vector vaclo (pDCR) fueron lisadas y la
presencia del epitope HA fue determinada con el anticuerpo monoclonal 12CAS
{Fig. BA). Las céiulas positivas para el anficuerpo 12CA5 fueron, exclusivamente,
las transfectadas con el oncogén R-Ras87L, lo que nos dice que dicho oncogén

es expresado establemente.

Tabla 2.- Lineas celulares transfectadas establemente.

Linea celular Plasmido Mutacién Efecto
transfectado
PDCR vector vacio

R-Ras 87L en R-Ras Q87L GTPasa

pbCcR’
pZIP vector vacio

R-Ras 87L en pZIP {R-Ras Q87L GTPasa
(87L) constitutivamente activa

R-Ras 43N en pZIP |R-Ras $43N GTPasa dominante

constitutivamente activa

negativa
PDCR vector vacio

R-Ras 87L en R-Ras Q87L GTPasa
+ consftitutivamente activa
pDCR

PDCR vector vacio

R-Ras 87L en R-Ras Q87L GTPasa
- o .
pDCR constitutivamente activa

* Tranfectada por co-precipitacidon de fosfato de calcio, *Transfectadas con
lipofectina."Este plasmido expresa a R-Ras87L fusionada al epitope HA.

Para comparar la expresion de las varantes de R-Ras con los niveles
endégenos de dicha molécula, lisados de células C33 se probaron por Western
Blot con el anticuerpo anti-R-Ras C19 (Fig. 8B). Los niveles endégenos de R-Ras

en las células transfectadas con los vectores vacfos fueron bajos. Por otro lado,
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los niveles de R-Ras en las células transfectadas con las formas mutantes de R-
Ras fueron superiores a los de las células transfectadas establemente con los
vectores vacios {C33 zip y C33 pDCR). Lo anterior nos dice que las lineas
celulares C33 p87L y C33 43N sobreexpresan las formas mutantes de R-Ras en

niveles semejantes.
A) WB: anti-HA

pDCR  R-Ras 87L
(KDa)

30 —
20 —

B) WB: anti-R-Ras

Vector  pDCR pDCR pZIP pZIP

R-Ras
(KDa)

60 —
40 —
30 —

20 —-

Fig. 8 .- Expresion estable de las formas mutantes de R-Ras. (A) Lisados de célutas C33
transfectadas establemente con R-Ras 87L o con el vector pDCR fueron examinadas por
Western Blot con el mAb 12CA5 (anti-HA) (PAGE=7 5%). (B) Sobreexpresion de R-Ras
B7L y R-Ras 43N. Los niveles de R-Ras fueron detectados en lisados de ceélulas
transfectadas establemente con las mutantes R-Ras87L, R-Ras43N o el vector vacio. La
expresion se determind por Western Blot con el anticuerpo policlonal R-Ras C19

{PAGE=12%).
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La presencia de las mutantes de R-Ras en la células de epitelio cérvico-
uterino no altera la adhesion a matriz extracelular.

Se sabe que mutantes oncogénicas de R-Ras son capaces de incrementar
la adhesion a fibronectina o colagena | de varias lineas celulares, a través de
activar integrinas 1 [84]. Para determinar si R-Ras 87L era capaz de alterar la
adhesion de células de cancer cérvico-uterino a proteinas de matriz extracelular,
nosotros realizamos ensayos clasicos de adhesion [98). Células C33 transfectadas
establemente con R-Ras87L o con el vector vacio, fueron incubadas en placas
recubiertas de colagena | o fibronectina. Las células transfectadas con R-Ras87L
se unieron a fibronectina o coladgena | con la misma capacidad que las células
transfectadas con el vector vacio (Figs. 9 y 10). Estos resultados muestran que la
expresion forzada de la forma constitutivamente activa de R-Ras no tiene ningln
efecto sobre ia adhesion a colagena | o fibronectina, en las células C33.

Para excluir que el efecto observado se debiera a que las células poseian
ya una capacidad de adhesion maxima, que encubriera el efecto de la forma
activada de R-Ras, nosotros probamos e! efecto de la forma dominante negativa
de dicha GTPasa. La adhesion de las células C33-R-Ras 43N a fibronectina no fue
diferente respecto a las células transfectadas con el vector vacio (Fig. 11). El
resultado anterior también se cbservé en la adhesion a coldgena | (Fig. 12). Estos
resultados sugerian que la presencia de la forma dominante negativa de R-Ras en

células C33 tampoco altera la adhesion a colagena | o a fibronectina, en estas

células.
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Fig. 9 R-Ras activado no altera la adhesién a fibronectina. 5x104 células transfecladas
establemente con R-Ras 87L (0) o el vector pDCR (¢} fueron incubadas en placas
recubiertas de fibronectina a las concentraciones indicadas. Las células se incubaron
durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, las células adheridas se tifieron con cristal violeta en
PBS/metanol y el colorante se disolvio en SDS. La placa se leyo en un lector de ELISA a
una longitud de onda de 580 nm. Experimento representativo de 7 determinaciones. Los
datos son promedio + error estandar de quintuplicados.
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Fig. 10 R-Ras aclivado no aftera la de adhesion a colagena 1. 5x10' células
transfectadas establemente con R-Ras 87L (D) o el vector pDCR (¢) fueron
incubadas en placas recubiertas de colagena | a las concentraciones indicadas. Las
células se incubaron durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, las células adheridas se
tifieron con cristal violeta en PBS/metanoi y el colorante se disolvié en SDS. La
piaca se ley6 en un lector de ELISA a una longitud de onda de 590 nm. Experimento
representativo de 7 determinaciones. Los datos son promedio + error estandar de

auintuplicados.
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Fig. 11 La forma dominante negativa de R-Ras no altera la adhesion a Fibronectina.
5x10 células C33 transfectadas establemente con R-Ras 43N (O), o con el vector
vacio (e), fueron incubadas en placas recubiertas de fibronectina a las
concentraciones descritas. El ensayo de adhesion se realizd durante 1 h a 37 °C.
Experimento representativo de 5 pruebas realizadas por separado. Los datos son
promedios * error estandar de quintuplicados.
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Fig. 12 La forma dominante negativa de R-Ras no altera la adhesion a colagena |.
5x10* células C33 transfactadas establemente con R-Ras 43N (0), ¢ con el vector
vacio () fueron incubadas en placas recubietas de colagemra | a las
concentraciones descritas. El ensayo de adhesion se realizé durante 1 h a 37 °C.
Experimente representative de 5 pruebas realizadas por separade, Los datos son
promedios t error estandar de quintuplicados.



R-Ras no altera la expresién, ni la activacién de las integrina g1 de células
C33.

R-Ras es capaz de llevar a las integrinas B1 a un estado de mayor afinidad
por su ligando {(activacion por afinidad), sin allerar la cantidad de integrinas en la
membrana celular [84]. Inicialmente, nosotros quisimos determinar los niveles de
las integrinas B1 en células de C33 estables. Para determinar los niveles de las
integrinas B1, realizamos ensayos de citometria de flujo utilizande el anticuerpo
TS2/16 (anti-B1). Nuestros datos muestran que los niveles de expresion de las
integrinas B1 se mantiene en las células que sobreexpresan a R-Ras 87L o R-Ras
43N (Fig. 13). Las integrinas en su estado de mayor afinidad exponen epitopes
nuevos, dependientes de activacién [73]. El anticuerpo 15/7 detecta un epitope
que sélo se expone sobre integrinas 1 activadas. Para determinar el nivel de
activacidén de integrinas 1, nosotros utilizamos el anticuerpo 15/7 en ensayos de
citometria de flujo. La sobreexpresiéon de R-Ras 87L o R-Ras43N no modificd el
nivel de activacion basal de las integrinas p1 en células C33 (Fig. 13). Dichos
resultados muestran que R-Ras, en células de cancer cérvico-uterino, no s capaz

de aumentar Iz afinidad © expresion de integrinas 1.
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Fig. 13 R-Ras no altera |la expresion y ni la activacion de integrinas 1. Para determinar
los niveles de expresion y activacién hicimos uso de la citometria de flujo {FACS).
Células transfectadas establemente, con R-Ras 87L, R-Ras 43N, o el vector pDCR
vacio, fueron incubadas con 1 pg/ml de los anticuerpos anti-f1[TS2/16] o anti-p1
activada {15/7] (zonas oscuras). Las células estables con los anticuerpos ya
mencionados fueron comparadas con células incubadas solamente con el anticuerpo
secundario (zonas claras).
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R-Ras modula el proceso de extension celular sobre fibronectina

y colagena |

Hasta el momento nuestros datos demostraban que R-Ras no alteraba [a
afinidad de las integrinas $1 por su ligando de células C33. Sin embargo, nosotros
observamos por microscopia que las células transfectadas con la forma activada
se encontraban mas extendidas al estar adheridas. R-Ras no altera la afinidad de
las integrinas 1, pero morfolégicamente parecia estar afectando una funcién
dependiente de integrinas, |la extension celular. Por lo tanto, nos interesamos en
saber si R-Ras era capaz de alterar la morfologia celular sobre proteinas de matriz
extracelular. La habilidad de cambiar la morfologia celular en respuesta a
proteinas de matriz extracelular se ha estudiade a través de conacer el grado de
extension (“spreading”) de una células sobre una proteina determinada [98]. Para
determinar el grado de extension, células estables con R-Ras 87L, R-Ras 43N o el
vector vacio fueron incubadas sobre placas recubiertas con fibronectina o con
colagena |. Pasado el tiempo de incubacion, nosotros registramos el porcentaje de
células que se habian extendido. Un 50 % de la poblacién celular se extendio
sobre fibronectina o sobre colagena tipo-l (Vector vacio; Fig. 14 y 15). Las celulas
C33 R-Ras 43N disminuyeron su capacidad de extension sobre fibronectina (Fig.
14). Sobre coldgena |, las células C33 R-Ras 43N no tuvieron un efecto importante
(Fig. 15). Interesantemente, las células C33 R-Ras 87L incrementaron su
capacidad de extensién tante sobre fibronectina como sobre colagena | (Fig. 14y
15). Estos resultados sugerian que R-Ras participa en el proceso de extension de

células C33 sobre fibronectina o colagena tipo-l.
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Fig. 14 R-Ras modula la extensién de células C33 sobre fibronectina. Células
transfectadas establemente con R-Ras 87L, con R-Ras 43N, o con el vector
vacio, fueron incubadas en placas recubiertas con fibronectina {10 pg/cm?),
durante 2 h. El registro se realizé a doble ciego, contando en un microscopio
invertido 3 campos al azar {aumento 40X). Se contaron aproximadamente 120
células por campo y se registré el porcentaje de células que se habian
expandido. La grafica muestra el porcentaje de célula extendidas. Los datos son
promedio + desviacion estandar.
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Fig. 15 R-Ras modula la extension de células C33 sobre cotagena [. Célutas
{ransfectadas establemenie con R-Ras 87L, con R-Ras 43N, o con el vector
vacio, fueron incubadas en placas recubiertas con colagena | (10 ug/cm?),
durante 2 h. E! regisiro se realizd a doble ciego, contando en un microscopio
invertido 3 campos al azar (aumentoc 40X). Se contaron aproximadamente 120
células por campo y se registrd el porcentaje de células que se habian
expandido. La grafica muestra el porcentaje de célula extendidas. Los datos son
promedio + desviacion estandar.
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En varios tipos celulares un incremento en la capacidad de extenderse
correlactona con un incremento en el area celular [1]. Nosotros cuantificamos el
area relativa de las células sobre fibronectina y colagena |. En fibronectina o en
colagena |, el &area promedio de las células C33 transfectadas con el vector vacio
fue de aproximadamente 1200 pixeles cuadrados. Sobre fibronectina, dicha area
se incrementd a 1800 pixeles cuadrados en las células transfectadas con la forma
activa de R-Ras {87L) (Fig. 16). Sobre colagena |, las células €33 R-Ras 87L
incrementaron su area a 1600 pixeles cuadrados. La presencia de R-Ras activado
provocd una mayor area celular sobre fibronectina que sobre colagena | (Fig. 17).
Por otro lado, la presencia de la forma dominante negativa no tuvo ningin efecto
sobre el area celular promedio ni sobre fibronectina, ni sobre colagena | (Fig. 16).
R-Ras 43N no alterd el area relativa basal de las células al extenderse sobre
colagena ! o sobre fibronectina. Interesantemente, nuestros datos sugerian un
nuevo efecto de R-Ras sobre las funciones celulares de integrinas i1: modular 1a

extension de celulas C33 dependiente de integrinas 1, sin alterar el estado

funcional de dichos receptores.
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Fig. 16.- R-Ras incrementa el area celular de células C33 sobre fibronectina. Ef
area de las células de los ensayos de extensién fue cuantificada por microscopia
(aumento 40X) utiizando el programa Scion Image. Se contaron
aproximadamente 150 células por cada condicion. Datos del area relativa
promedio (en pixeles cuadrados) + error estandar,

Area relativa (pixeles?) Colagena |

1800
1600 | - -—

1400 {- - - - ——

M

1200

1000
800
600 f—-
400

200 |- - —|

VECTOR R-RAS43N R-RASS7L

Fig. 17.- R-Ras incrementa el area celular de células C33 sobre colagena
I. El drea de las células de los ensayos de extensién fue cuantificada por
microscopia {aumento 40X} utilizando el programa Scion Image. Se
contaron aproximadamente 150 células por cada condicion. Datos del area
relativa promedio en pixeles cuadrados + error estandar.
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PI-3K participa en la extensién celular mediada por R-Ras en células de C33.

Fosfatidil-inositol 3 cinasa {PI-3K) es un molécula transductora de sefiales
gue participa en varios efectos mediados por R-Ras [85, 94]. Nosotros nos
irteresamos en conocer si PI-3K participa en la modulacion de la extension celular
mediada por R-Ras en células C33. Se realizaron ensayos de extensién con
célufas C33 R-Ras B7L en presencia o ausencia del inhibidor especifico para PI-
3K, LY294002. La extension basal sobre fibronectina ¢ sobre coldgena tipo-| no se
vio alterada por la presencia del inhibidor de PI-3K (Fig. 18 y 19). Sin embargo, el
incremento provocado por R-Ras 87L (oncogénice) en la extension celular, en
presencia de LY294002, se reduce a niveles comparabies a los de las células
control. La reduccién de la extensién celular se observd tanto sobre fibronectina
como sobre colagena tipo-l (Fig. 18 y 18). Estos experimentos sugerian el
incremento sobre la extension celular provocado por la forma oncogéncia de R-
Ras (87L) es dependiente de PI-3K.

El area relativa de las ‘células transfectadas con el vector vacio no se ve
alterada por la presencia del inhibidor especifico de PI-3K (Fig. 20). El incremento
en el area celular provocado por la forma activa de R-Ras en las células C33 fue
"abolido ante el inhibidor de PI-3K a niveles comparados con los de las células
control, tanto en fibronectina (Fig. 20) como en colagena | (Fig. 21). Los datos
anteriores sugerian que R-Ras es capaz de alterar la extension de células C33 a

través de fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI-3K).
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Fig. 18 PI-3K modula la extension celular provocada por R-Ras sobre
fibronectina. Células transfectadas establemente con R-Ras 871 o con el vector
vacio fueron incubadas con y sin LY294002, durante 30 min a 37°C. Las células
se incubaron en placas recubiertas con fibronectina durante 2 h. E! registro se
realizdé a doble ciego, contando aproximadamente 120 células por campo y se
registrd la proporcién de células extendidas. La grafica muestra el porcentaje de
célula extendidas. lLos datos son promedio & desviacion estandar.
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Fig. 19 PI-3K modula la extensién celular provocada por R-Ras sobre colagena |.
Células transfectadas establemente con R-Ras 87L o con el vector vacio fueron
incubadas con y sin LY294002, durante 30 min a 37°C. Las células se incubaron
en placas recubiertas con colagena | durante 2 h. El registro se realizé a doble
ciego, contando aproximadamente 120 células por campo y se registrd la
proporcién de células extendidas. La grafica muestra el porcentaje de célula
extendidas. Los datos son promedio + desviacién estandar.
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Fig. 20.- PI-3K modula el incremento en el drea celular de células C33 sobre
fibronectina provocado por R-Ras. El area relativa de células extendidas sobre
fibronectina, en presencia o ausencia de LY294002, fue capturada y cuantificada por
microscopia (aumento 40X} utilizando el programa Scion Image. Se contaron
aproximadamente 150 células por condicidn. Se muestra el area relativa promedio en

pixeles t error estandar.
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Fig. 21.- PI-3K modula e! incremento en el area celular de células C33 sobre
colagena | provocado por R-Ras. El area relativa de células extendidas sobre
colagena |, en presencia o ausencia de Ly294002, fue capturada y cuantificada por
microscopia (aumento 40X) utilizando el programa Scion Image. Se contaron
aproximadamente 150 células por condicion. Se muestra el area relativa promedio en

pixeles + error estandar.
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Para corroborar que PI-3K se encuentra en la via desencadenada por R-
Ras, nosotros estudiamos el estado funcional de dicha cinasa en células
transfectadas con las formas mutantes de R-Ras. En células transfectadas con el
vector vacio 6 con el dominante negativo de R-Ras (43N} la capacidad de P1-3K
de fosforilar al anillo de inositol es muy reducida. Sin embargo, la presencia de R-
Ras 87L en las células C33 incrementa la actividad de la cinasa (Fig. 22). El
estado funcional de R-Ras modula la actividad cinasa de PI-3K. Estos resultados

sugirieron que Pi-3K es una molécula efectora de R-Ras.
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Fig. 22 Actividad de P1-3K en células C33. PI-3K fue inmunoprecipitada de lisados
de células C33 transfectadas con R-Ras87l, R-Ras 43N o con el vector vacio. El
inmunoprecipitado se incubd con fosfatidil-inositol en presencia de ATP (marcado
con fésforo 32). El fosfatidil-inositel se separd por cromatografia de capa fina de
silica. La placa de cromatografia se expuso a una placa de rayos X. La parie inferior
muestra un Western Blot de la subunidad p110p de PI-3K como control de cantidad
de proteina inmunoprecipitada.
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Las células de cdncer cérvico-uterino secretan metaloproteasas.

Las funciones celulares dependientes de integrinas B1 son diversas, entre
ellas esta la de modular la expresion de genes especificos [6]. Las proteasas son
enzimas cuya expresidn en determinadas estirpes celulares es regulada por
integrinas [99, 100). Para determinar el efecto de R-Ras sobre funciones celulares
de integrinas posteriores a la adhesion, nosotros analizamos la actividad
proteolitica del medio condicionade por células de cancer cérvico-uterino.
Inicialmente, nosotros nos interesamos en saber si células de dicho epitelio
secretan proteasas. Para determinar si existe actividad proteciitica en medio
condicionado por células de cérvico-uterino, nosotros realizamos zimogramas. Los
zimogramas $on ensayos en fos que se separan proteinas en un ge! SDS/PAGE,
el cual posee un sustrato promiscue para proteasas (gelatina). Muestras de medio
condicionado de células VIBO, INBL y ©33 fueron corridas en SDS/PAGE/gelatina.
Los geles se incubaron en un amortiguador de activacion por tiempos
determinados. La actividad proteolitica se registrd como zonas claras en fondo
azut en los geles destefiidos de una tincién de azul de coomassie. Las lineas
celulares de epitelio cérvico-uterino secretan aproximadamente nueve proteasas,
pero curiosamente, su presencia es independiente de la linea celular de ia cual se
tomd la muestra (Fig. 23} y de la presencia de suero o no en el medio de cultivo
{datc no mostrado). Las proteasas encontradas registran un peso molecular
aproximado de 180, 138, 112, 104, 86, 77, 63 y 53 KDa. Dichos pesos fueron
calculados por regresion lineal de la distancia recorrida por los pesos moleculares

de las proteina de referencia.
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Linea C33 VIBO INBL
1 2 1 2 1 2

130

Fig. 23 Actividad proteclitica de sobrenadantes de células de cancer cervico-
uterino. 1x10° células fueron crecidas a confluencia (48 h) en placas de 12 pozos.
Los sobrenadantes de dicho cultivo fueron colectados y corridos en un
SDS/PAGE/Gelatina (Zimograma). Los geles se incubaron por 43 h en
amortiguador de activacion, La actividad proteclitica se registré como zonas
blancas en fondo azul. La actividad def sobrenadante de cada linea celufar fue
ensayada por duplicado. Se muestra la imagen al negativo. Al lado derecho de la
imagen se marcan los pesos moleculares de las proteasas enconiradas.

Para determinar el tipo de proteasas secretadas por células de célula de
epitelio cérvico-uterino, nosotros incubamos los zimogramas en presencia de
inhibidores de metaloproteasas. El EDTA es un quelante de cationes divalentes, el
secuestro de dichos iones inhibe la actividad de proteasas dependientes de
cationes. Otro inhibidor especifico de metaloproteasas es la 1-10 fenantrolina.
Dicho inhibidor afecta a proteasas de {a familia de las metzicinas [101].
Sorprendentemente, la actividad proteclitica desaparecid con ambos inhibidores
(Fig. 24). Lo anterior sugiere que todas las proteasas son dependientes de
metales {metaloproteasas; y miembros de la familia de las metzicinas.

Como la velocidad de division de las diferentes lineas celulares utilizadas

no es la misma, nosotros fuimos incapaces de comparar la cinética de expresién
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entre las lineas célulares. Sin embargo, nuestros experimentos mostraron que el
tiempo de incubacion de los zimogramas era determinante para detectar la
actividad proteolitica. A las 24 h de incubacidn, la actividad proteolitica se observé
en las proteasas de 180 y 63 KDa. A las 48 h, las proteasas de 180 y 63
mantienen su actividad, y por otro lado la actividad proteclitica de las proteinas de
138, 112, 104, 86, 77 y 53 KDa se presenta. Lo anterior se observa entre las
diferentes lineas celulares utilizadas (Fig. 25). Esto nos indica que las proteasas
que se encuentran en mayor proporcion son las de 180 y 63 KDa. La cantidad de
las proteasas restantes debe ser menor, ya que para registrar su actividad se

requiere de tiempo de incubacion mas largos.

1-10 fenantrolina

Fig. 24 Inhibicidn de actividad proteolitica por inhibidores de metaloproteasas. Medio
sobrenadante de células C33 fue corrido en un SD/PAGE/gelatina. Los geles fueron
incubados por 48 h en la solucién amortiguadora de activacién en ausencia (wm) y
presencia de inhibidores de metaloproteasas (EDTA y 1-10 fenantrolina). La actividad
proteclitica de cada linea celular fue probada por duplicado (1 y 2). Ensayo
representative de al menos dos repeticiones. Se muestra Imagen real.
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INBL
24 h 48h

Fig. 25 Cinética temporal de protedlisis de células de cancer cérvico-uterino. 5x10°
células fueron cultivadas en placas de 12 pozos e incubadas por 48 h. Muestras
de los sobrenadante son corridas en un SDS/PAGE/Gelatina, Posteriormente, los
geles se incuban por 24 0 48 h en amontiguador de activacion. Se muestra la
imagen al negativo de la actividad proteolitica registrada.

La expresién de proteasas puede ser dependiente de la interaccion de
integrina con proteinas de matriz extracelular. Para determinar si la adhesién a
matriz extracelular promueve la expresion de proteasas, nosotros realizamos
zimogramas de medios condicionados por células C33 crecidas sobre fibronectina

o sobre cotagena |. La preincubacion de las células C33 sobre fibronectina o

colagena | no afecto la expresion de las metaloproteasas (Fig. 26).
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Se encontrdé que existe la misma actividad proteolitica en el medio
condicionado de todas las lineas celulares de epitelio cérvico-uterino, La
protedlisis observada se debe a la presencia de metaloproteasas secretadas por
las células al medio condicionado. La presencia de estas metaloproteasas
entonces no depende de la interaccidn integrina-fibronectina 6 integrina-colagena
tipo-l. En consecuencia a la falta de efecto de la interaccion integrina-matriz
extracelular, nosotros pensamos que R-Ras no altera la expresion de las

proteasas detectadas en este estudio.

— Albumina Fibronectina Colagena I

Fig. 26 La secrecién de metaloproteasas de células de céncer cérvico-uterino no
depende de fibronectina o colagena tipo-I. 5x10% células fueron cultivadas en
placas recubiertas de fibronectina, colagena tipo-l, albumina o sobre Ia placa sin
proteina (M) durante 48 h. Muestras de sobrenadante son corridas en
SDS/PAGE/Gelatina. Posteriormente, los geles se incubaron por 48 h en
amortiguador de activacion. Se muestra la imagen real de la actividad proteolitica
detectada.
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7. Discusién

Las funciones celulares de integrinas en procesos fisiolégicos y patolégicos
es un campo muy estudiado. La regulacion de la adhesién mediada por integrinas
ha demostrade ser complicada y dependiente de diversos factores. Entre estos
factores encontramos a la expresion diferencial de diversas integrinas, diferentes
mecanismos moduladores y diversos agentes que estimulan o inhiben {a adhesién
[43, 102]. En esta tesis nosotros identificamos a la GTPasa R-Ras como un
componente modulador de las interacciones adhesivas de células de epitelio

cérvico-uterino a proteinas de matriz extraceluiar.

Lineas celulares de epitelic cérvico-uterino y su adhesion a Fibronectina y
Colagena-|

Nosctros decidimos realizar el estudio en lineas celulares de epitelio cérvico
uterino, en primer lugar por ser dicho cancer la principal causa de mortalidad entre
mujeres mexicanas. En segundo lugar por el desconocimiento de los mecanismos
de adhesion que poseen estas celulas. En nuestro estudio utilizamos
principalmente a la linea C33, asi como a las lineas VIBO e INBL, dichas lineas
son de epitelio cérvico-uterino en diferentes fases de malignidad [95]. La linea C33
es una linea comercial (ATCC) que no presenta papilomavirus (HPV) 16 o 18,
agentes causantes de cancer. Las lineas celulares mexicanas VIBO e INBL son
positivas para la presencia de HPV 16 y 18, respectivamente [95]. Inicialmente, el
andlisis por citometria de flujo reveld que las tres lineas celulares poseen patrones
parecidos en la expresién de integrinas (datos sin publicar Dr. Rosales). La
subunidad P1 se encuentra en todas las lineas, asi como las subunidades
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a2, o3, oS, a6 y av. La subunidad B2 como es de esperarse no es expresada en
este tipo de tejidos, ya que dicha integrina se sintetiza exclusivamente en
leucocitos (41, 42]. Interesantemente, la subunidad B3 y p4 son expresadas de
forma diferencial entre las diferentes lineas celulares de cérvix. Las células VIBO
expresan a la subunidad B3 y las INBL a la subunidad p4, a diferencia de las C33,
las cuales no expresan a ninguna de esas dos subunidades. Lo anterior nos
permite preguntarnos si dichas moléculas fueron adquiridas durante el proceso
maligno o si algunas subunidades se pierden al azar durante el proceso de
transformacién. Por ensayos de inmunchistoquimica en lesiones malignas en
epitelio de cervix, varios grupos han determinado que la expresion de integrinas
cambia respecto al tejido normal. Sin embargo, esos estudios se han realizado en
un reducido numero de subunidades de integrinas [108] . Estos estudid pueden
llevar al desarrollo de marcadores que permitan identificar y diferenciar tejidos en
procesos de transformacién de epitelios normales.

La presencia de diferentes subunidades nos puede dar idea de los tipos de
integrinas que se forman. Sin embargo, para demostrar que la presencia de
integrinas correlaciona con su capacidad de reconocer componentes de la matriz
extracefular, se realizaron ensayos de adhesion. En estos ensayos las células
reconocieron y se adhirieron especificamente a fibronectina y a colagena tipo |. La
adhesién de células de epitelio cérvico-uterino a proteinas de matriz extracelular
es dependiente de integrinas pl. Las integrinas capaces de reconccer fibronectina
son adpl y a5p1 [44], sin embargo, la ausencia de la subunidad o4 en las lineas
celulares nos permite pensar que o3l es la responsable de reconocer

fibronectina, «2f1 ha sido reportada como el principal receptor para colagena [, sin
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embargo, otras integrinas también pueden reconocerla (Tabla 1) [44, 67]. La falta
de datos sobre la expresion in vivo de ciertas integrinas en un tejido normal de
cérvix nos impide saber si la habilidad de reconocer a proteinas de matriz
extracelular fue obtenida durante la transformacion maligna o si se poseia in situ.
Por otro fado, los papeles que las integrinas juegan en la transformacién y
migracion de células de epitelio cérvico-uterino no han sido caracterizados
completamente. Diferentes datos sugieren que la migracidén de dicho cancer a
otros tejidos se realiza atravesando la membrana basal que delimita al epitelio
cérvical [108)]. La constitucion de la membrana basal (formada por colagenas y
fibronectina) forma la frontera por la cual células transformadas deben de
traspasar para localizarse en otro tejidos. La presencia de integrinas en células de
cancer cérvico-uterino, que reconozcan elementos de la membrana basal, debe
ser determinante para la metastasis de dicho cancer. Probablemente, las
integrinas son usadas como anclas para caminar, mas no para fijarse a un
determinado lugar.

R-Ras es una GTPasa que ha side involucrada en la activacion de
integrinas p1 [84, 103). Nosotros nos interesamos en conocer si dicha GTPasa era
capaz de activar integrinas 1 en células de cancer cérvico-uterino. Asi, decidimos
expresar establemente la forma constitutivamente activa o la forma dominante
negativa de R-Ras. La expresién estable de una proteina nos asegura que toda la
poblacion a estudiar posea el fenotipo que dicha proteina le proporcione.,

Varios métodos de transfeccién fueron probados en las diferentes lineas
celulares usadas. La transfeccién con co-precipitacion de fosfato de caicio fue

eficiente para la linea €33, pero no para las lineas VIBO e INBL. Para estas dos
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Gltimas lineas celulares la transfeccion con lipofectina resuitd mas efectiva para la
formacion de células estables. Las diferencias en la eficiencia de transfeccion
entre las lineas celulares puede deberse a que provienen de procesos malignos
diferentes con cambios diferentes. Por lo tanto diferentes técnicas de transfeccién
tendran eficiencias variables de acuerdo a los cambios que una linea celular haya
sufrido durante la transformacion. Una menor eficiencia de transfeccion explicaria
la necesidad de una mayor cantidad de células transfectadas. Lo anterior
incrementaria la probabilidad de eventos de integracién de nuestras secuencias de
interés, y en consecuencia, una mayor probabilidad de formacion de células
estables.

Nosotros observamos que las formas mutadas de R-Ras son
sobreexpresadas establemente en las células C33. La presencia de formas
mutadas de R-Ras en varios tipos celulares ha demostrado no tener un efecto letal
sobre las células [67, 84, 85], en nuestras lineas celulares dicha caracteristica se
conserva. Decidimos realizar los estudios en la linea C33 por ser una linea que no
poseia secuencias de papilomavirus. Sin embargo cabe remarcar que en la

células VIBO e INBL se observan los mismos resultados {datos no mostrados).

R-Ras no activa integrinas 1 en células de epitelio cérvico-uterino

Varios grupos han demostrado que la presencia forzada de formas mutadas
de R-Ras es capaz de alterar la adhesion mediada por integrina, en varios tejidos
celulares[67, 84, 85] La transfeccion, tanto estable como transitoria, de formas
constitutivamente activas de R-Ras (R-Ras 38V y 87L) son capaces de

incrementar en mas de un 20% la adhesion a fibronectina o colagena [67, 84]. En
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ese estudio se muestra que R-Ras 43N disminuye la adhesion a fibronectina o
colagena tipo-l. El efecto de R-Ras 43N demostré ser dominante sobre el R-Ras
endbgeno en ensayos clasicos de adhesioén. El papel de R-Ras en la adhesion
inicial mediada por integrinas es innegable en los tipos celutares COS, monocitos,
epitelio de mama, entre otros [67, 84, 92]. Contradictoriamente a estos repoites,
nosotros observamos que la presencia de la forma constitutivamente activa de R-
Ras o de la forma dominante negativa es incapaz de alterar la adhesion de células
de cérvico-uterino a fibronectina o coladgena |. Los datos anteriores sugieren
fuertemente que R-Ras no afecta la adhesidén a través de integrinas de estas
lineas celulares. Lo anterior diverge de lo esperado, ya que se sugeria en la
literatura que R-Ras es una molécula usada en una variedad de tejidos para
activar integrinas. Probablemente, esta GTPasa puede ser usada de una manera
tejido especifica. En células de epitelio cérvico-uterino otras GTPasas podrian
estar modulando [a activacién de integrinas, entre ellas H-Ras o Rho.

R-Ras altera la afinidad de integrinas B1 y 3 por sus ligandos en varias
estirpes celulares {84, 103]. Un incremento en la afinidad de las integrinas se
refleja en un incremento en la adhesion [84]. La falta de efecto de las mutantes de
R-Ras sobre la adhesién de nuestras células, nos llevd a determinar el estado
funcional de la integrinas 1. El uso de anticuerpos contra integrinas activadas
facilita el analisis del estado funcional de las integrinas. El anticuerpo monoclonal
15/7 reconoce un epitope que se expone en condiciones de mayor afinidad de
infegrinas B1 por su ligando [96]. Nosotros observamos que existe un nivel de
activacién basal de integrinas 1. Asi mismo, los niveles de integrinas 1 no se
ven alterados por la sobreexpresion de formas mutadas de R-Ras. Contrario a lo
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ya reportado para otras célula [67, 84] nosotros encontramos que en epitelio
cérvico-uterino R-Ras es incapaz de modular los niveles de activacion de
integrinas 1. Lo anterior explica la homegenidad en la adhesion a fibronectinay a
colagena tipo | de células transfectadas establemente con las formas mutadas de
R-Ras. Cabe mencicnar, que aungue nosotros no observamos efectos sobre
integrinas p1, existe la posibilidad que ias integrinas B3 puedan ser activadas por
R-Ras en célula VIBO. Las integrinas 3 tiene la capacidad de ser moduladas por
R-Ras en células COS-7, por lo que nosotros no podemos excluir un efecto de

esta GTPasa sobre dicha integrina [84].

R-Ras modula la extension celular

Aungue R-Ras no modula afinidad (activacidon) de integrinas 1 por proteinas
de matriz extracelular en céiulas de epitelio cérvico-uterino. La morfologia de las
células transfectadas con la forma activa de R-Ras en ensayos de adhesion se
presentaba alterada. Las células aparecian mas extendidas. Lo antericr nos
intrigd, por lo que decidimos saber si R-Ras era capaz de alterar un proceso
diferente a la activacion, pero dependiente de integrinas. Los ensayos de
extension celular (*Spreading”} son pruebas en las cuales se registra la capacidad
de una poblacion celular de extenderse sobre un sustrato en un determinado
tiempo [98]. Interesantemente, las células trasfectadas con la forma activada de R-
Ras poseen una mayor capacidad de extenderse sobre fibronectina y sobre
colagena tipe . Por otro lado, la presencia de la forma dominante negativa de R-
Ras disminuyd la capacidad de las células de extenderse sobre fibronectina,
aunque no sobre colagena | Los dato anteriores correlacionan con el area
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exhibida por la células involucradas en los ensayos de extension. De esta manera,
nuestros datos aportan evidencia de que R-Ras es capaz de modular la extension
celular. Patricia Keely, et al, en 1999 demostraron que R-Ras era capaz de
estimular la migracién de células de epitelio de mama por medio de integrinas
especificas (a2p1). En este estudio se sugeria que el efecto de R-Ras era sobre la
afinidad de las integrinas, lo cual provocaba una mayor migracion celular [67]. Lo
anterior no excluye que R-Ras posea el efecto directo sobre la extension celular
en epitelic de cérvico-uterino.

Recientemente, se reportd que la inhibicion de la extension celular, provocada
por la sobreexpresiéon de dominio citoplasmicos p1, era revertida por la presencia
de las formas activadas de PI-3K, PKC, RAC y R-Ras. Este grupo propone que R-
Ras es capaz de intervenir en la modulacion de la extensién celular mediada por
integrinas. Sin embargo, no se excluye que el efecto observado sea independiente
de la activacién de integrinas [17). Estos estudios se realizaron sobre colagena
tipo | y sobre fibrinégeno [17]. De manera similar, nosotros mostramos que R-Ras
afecta la extensidn sobre colagena | y sobre fibronectina. Nuestros resultados
muesiran que el efecto de R-Ras scbre la extension celular es independiente de la
proteina sobre la cual las células de cérvix se extienden. En resumen, R-Ras
probablemente regule la adhesién celular de forma tejido especifico.

Los mecanismos por los cuales [a extensién celular se modula, no son bien
conocidos, pero es claro que el citosqueleto y la formacion de contactos focales
son determinates en dichc proceso [19, 20]. Diversos estudios apuntan a que
sefiales mediadas por las GTPasa Rho/Ras son necesarias para la extensidn
celutar [88). El dominio citoplasmico de las integrinas B1 es importante para la
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formacion de contactos focales[63]. Recientemente se demostrd que la extension
celular puede ser inhibida por la sobreexpresién de dominios citoplasmicos p1,
pero puede ser recuperada por la sobreexpresion de la forma activa de R-Ras
[17]. Probablemente, el efecto de R-Ras en células de cancer cérvico-uterino se
basa en la modulacién de los dominios B1 citoptasmicos, ¢ de las proteinas que
interaccionan con dicho dominio. Muchas de las proteinas involucradas en los
contacto focales, pueden ser blancos de sefiales que incrementen la avidez de las
integrinas, como por ejemplo Talina, L-plastina, Vinculina y los propios filamentos
de actina [19]. La presencia de R-Ras puede afectar algiin componente de lo

contactos focales y de esta manera modular fa extensién celular.

Pi-3K modula el efecto de R-Ras sobre la extensién celular

Los efectos de R-Ras, asi como de otras GTPasas, parecen converger sobre
fosfatidilinositol 3 cinasa (P1-3K) [85, 104]. Nosotros demostramos que el efecto de
R-Ras es abolido por el inhibidor especifico de PI-3K, LY294002, v que la
actividad de dicha cinasa se encuentra estimulada en presencia del oncogene R-
Ras activade (87L). Lo anterior nos permite proponer que PI-3K participa en la
extension celular de células de epitelio cérvico-uterino. Diversos grupos han
demostrade que PI-3K participa en las via de sefializacion y adhesién de
integrinas [25], en algunos tipos celulares dicha cinasa es necesaria para la
extensién celular [105, 106). En 1997 se demostrd que las GTPasas Rac y Cdc42
son capaces de estimular la migracion de células de epitelio de mama, y que dicha
migracion es dependiente de PI-3K [85]. La migracién de células de epitelio de

mama mediada por R-Ras demostro ser dependiente de PI-3K. Existen reportes
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que muestran que R-Ras es capaz de interactuar directamente con PI-3K y
activarla [94]. Nosotros intentamos co-inmunoprecipitar a ambas moléculas pero
no detectamos una interaccion directa entre estas dos moléculas. Lo cual podria
ser explicado porque la interaccion R-Ras/PIl-3K es débil o bien temporalmente
muy corta. E| epitelio cérvico-uterino en su constante remodelacién desencadene
de manera dinamica y ordenada la extensién y migracién celular a través de R-
Ras/PI3K. Probablemente, en cancer la sefalizacién de la via R-Ras/PI-3K sea
sobreactivada y permita una mayor extension y migracién. En el laboratorio nos
proponemos realizar ensayos de migracion para determinar el efecto de R-Ras y
Pi-3K sobre dicho proceso.

La participacién de PI-3K en las vias de sefializacion de las GTPasas Rho,
Cdcd2, Rac y H-Ras ha demostrado que las funciones de ias cinasas de lipidos
son relevantes para procesos desencadenados por GTPasas [105, 107]. Las
GTPasas Rac, Cdc42 y R-Ras regulan la migracion celular en varias estirpes
celulares, esta regulacién es dependiente de PI-3K [85, 67). En las funciones
conocidas de R-Ras, PI-3K parece ser un efector necesario en las vias
desencadenadas por esa GTPasa. En epitelio cérvico-uterino no es conocido si
PI-3K esta involucrada en los procesos de transformacion y de metdstasis.
Nuestro estudic es el primero en empezar a estudiar la adhesién y extension

celular en lineas de epitelic cérvico-uterino.
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Las células de epitelio cérvico-uterino secretan metaloproteasas

Las proteasas son enzimas necesarias para la remodelacidn de tejidos, asi
como en condiciones patoldgicas son necesarias para la metastasis de tumores
malignos [101)]. La invasién de la membrana basal es un paso limitante para
establecimiento de metastasis en otros tejidos. La conducta invasiva de un tumor
maligno es un mecanismo dependiente de varios procesos. Entre estos procesos
encontramos a la adhesion, protedlisis y migracién a lo largo de la matriz
extracelular. Los tres procesos estan interrelacionados y, actualmente, es claro
gue la protedlisis en muchos casos depende de la adhesién mediada por
integrinas. Las sefales intracelulares desencadenadas por integrinas modulan la
expresion génica de proteasas especificas [99). Por otro lado, se ha demostrado
que ciertas integrinas son capaces de reconocer y unir directamente proteasas
{100].

En esta tesis nosotros demostramos que las células de epitelio cérvico uterino
son capaces de secretar al menos 9 metaloproteasas. Este es el primer reporte en
el que se registran la actividad proteolitica de sobrenadantes de lineas celulares
de epitelic de cérvix. El rol biolégico que juega cada proteasa en la malignidad del
cancer cérvico-uterino no se ha establecido, probablemente, las proteasas sean
utilizadas en la metastasis o invasion de otros tejidos. La utilizacion de gelatina
como un sustrato promiscuo de proteasas ha demostrado ser efectivo para la
deteccidon de la mayoria de las proteasas conocidas. Sin embargo, se sabe gque
algunas proteasas prefieren sustratos como caseina o proteinas de matriz

extracelular [101]. Por lo cual no debemos excluir la posibilidad de que existan
otras proteasas.
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El tratamiento de los sobrenadantes de células de epitelio cérvico-uterind con
EDTA y 1-10 fenantrolina permitié identificar que las nueve proteasas secretadas
son dependientes de iones metalicos. La inhibicién con 1-10 fenantrolina establece
que las proteasas sensibles a este compuesto son de la familia de las metzicinas
(101]. Para determinar la probable identidad de las proteasas encontradas,
nosotros realizamos una busqueda en bases de datos. Aungue hasta en el
momento, nosotros no podemos identificar exactamente a cada proteasas,

propenemos las siguientes identidades, en base a su peso molecular:

Peso estimado (KDa) Candidatos de la familia Metzicina

53 MMP-8 MMP-14, MMP-10 y MMP-11
63 MMP-16, MMP-14

77 MMP-2, MMP-15

86 MMP-9

90-220 CECeei?P?R22R2??

Nota: Proteasas capaces de degmdar gelatina se muestran subrayadas. No se encontrd
ninguna proteasas de la familia de las metzicinas que posean un peso molecular mayor a 90

KDa (marcadas como: ;¢ ?7).

Curiosamente, encontramos que fos pesos estimados por arriba de 90 KDa
no correlacionan con ningin miembro conocido en la familia de las metzicinas.
Existen dos posibilidades para explicar ta presencia de esas proteasas, la primera
es que la bandas correspondan a agrupaciones conformadas por dimeros o
trimeros de algin monémero. Por otro lado, una posibilidad atractiva es que sean
proteasas no identificadas previamente. En los geles se observan bandas muy

cercanas entre si, lo cual podria representar |a deteccion de la proteasa activa y
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de su zimageno (Forma precursora no activada).

Un hallazgo interesante de estos estudios es que las tres lineas utilizadas
en esta tesis (C33, VIBO e INBL) producen al parecer las mismas proteasas. Si
esas proteasas son el resultado de la transformacién maligna o si el tejido normal
ya las poseia, es un hecho que no se conoce. Si el tejido normal posee proteasas,
la funcién de dichas enzimas seria importante para conocer su biologia en el
epitelic del cérvix. Una posibilidad es que el epitelic sufra periddicamente
remodelaciones y que las proteasas sean utilizadas en dicho proceso. Si las
proteasas detectadas en este estudio son el resultado de la transformacién, este
hecho sugeriria que no importando el mecanisme de transformacién {con o sin
papilomavirus), siempre se expresaran las mismas proteasas. Probablemente,
estas proteasas serian necesarias para la metastasis de tumores de cérvix. El
ahondar en estos estudios nos permitird identificar mas marcadores de
malignidad, asi como conocer mas acerca de las celulas del epitelio cérvico-
uterine.

La expresion de proteasas en lineas de epitelic cérvico-uterino parece ser
diferencial. La incubacién del zimograma por 24 h permite detectar la actividad
proteclitica de dos proteasas principaimente (63 y 186 KDa). La incubacién del
zimograma por 48 h permite detectar la actividad enzimatica de las proteasas
restantes. Probablemente, la cantidad de cada proteasa secretada sea regulada
por las células de cérvix. Otra posibilidad seria el hecho de gue la proteasas de 63
y 186 KDa tienen una actividad proteclitica mayor que las proteasas restantes.
Talvez, las células de epitelio cérvix necesitan expresar ciertas encimas primero, y

posteriormente otras. Hasta el momento no existe informacién sobre la produccion

TSTA TESIS NO SALIEL »
DE LA BIBLIOTECA



o regulacion de proteasas en células de cancer cérvico-uterino. Seria interesante
identificar a las proteasas, ya sea por secuenciacidbn o por anticuerpos
monoclonales, con el fin de conocer el papel que juegan en metastasis. Cabe
mencionar que estos resultados han abierto una nueva area de estudio en el
{aboratorio.

Nuestro principal interés sobre la proteasas fue determinar si alguna de
estas enzimas dependia de la interaccion de integrina con sus ligando. Sin
embargo, el crecimiento de células de epitelic cérvico-uterino sobre proteinas de
matriz extracelular no tiene ningun efecto sobre la expresiéon de proteasas. Lo
apterior contrasta con un estudio que demuestran que la enzima stromielisina 1 es
modulada por la integrina para colagena | [99]. La utilizacién de células
transfectadas con las mutantes de R-Ras tampoco alterd la expresién de las
metaloproteasas encontradas en este estudio (dato no mostrado). El sustrato que
nosotros utilizamos es promiscuo para una variedad de proteasas. Proteinas como
ta metaloproteina de matriz 11 (MMP-11) prefiere como sustrato a proteinas de
Matriz extracelular. Nosotros creemos que ofras proteasas pueden estar siendo
producidas por células de cancer cérvico-uterino, y tal vez la gelatina no sea un
sustrato apropiado para estas. El uso de otros sustratos promiscues como caseina
o proteinas de matriz extracelular podria llevar a una mejor caracterizacion dei
perfil proteolitico de estas células. Asi mismo, el uso de inhibidores de proteasas

especificos facilitaria la caracterizacion e identificacion de dichas proteasas.
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. Conclusiones
- La célula de epitelio cérvico-uterino unen a fibronectina y colagena

por medio de integrinas p1.

- R-Ras no participa en la modulacién de Ja afinidad (activacién) de

integrinas $1.

- R-Ras participa en los mecanismos de sefalizacion adentro hacia

fuera que modulan la extensién de células epitelio cérvico-uterino.

- Fosfatidil-inositol 3 cinasa {PI-3K) participa en la extensiéon celular

modulada por R-Ras.
- Las células de epitelio cérvico-uterino secretan metaloproteasas
- La secrecion de proteasas es independiente de la interaccién

integrina- matriz extracelular, por lo que R-Ras no modula la expresion

de proteasas a través de integrinas.
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