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RESUMEN:

La adhesion celular desempefia un papel muy importante en diversos
procesos bioltgicas, regulando la comunicacién entre las células, la migracién
celular y ! contacto con la matriz extracelular. En la regulacién de la adhesion
intervienen moléculas de adhesién y protelnas estructurales. Estas son parte de
complejos sistemas transductores de sefiales capaces de activar funciones
especificas. Alteraciones en la actividad, expresion y/o localizacibn de estas
moléculas puede provocar cambios en la adhesién y morfologia celular.

Los actuales tratamientos contra el cancer no son efectivos para tratar los
tumores secundarios que se forman en el proceso de metastasis, por lo que se
requiere desarrollar nuevos tratamientos que inhiban la formacion de metastasis. El
proceso de metdstasis comprende varias etapas; en todas estas esta implicada la
adhesién de las c&lulas tumorales a la matriz extracelular (MEC). Durante el proceso
de metastasis, las células neopldsicas incrementan su motlidad. A través de
diversos modelos experimentales se ha observado que los cambios en la expresion
y/o funcionalidad de receptores de adhesion intervienen en la progresion del cancer.

Paxilina es una proteina que puede interaccionar en los sitios de adhesion
focal con integrinas, con receptores a factores de crecimiento y con el citoesqueleto
de actina.

La cumarina tiene actividad antineoplasica it vivo e in vitro. En el humano, la
cumarina se metaboliza generando derivados monohidroxilados que presentan vidas
medias mas largas y poseen actividades biolégicas. Se ha descrito que la 4-
hidroxicumarina disminuye la adhesion de células B16 a moléculas de matriz
extracelular y desarregla el citoesqueleto de actina.

El presente proyecto analizd el efecto del tratamiento in vito de la 4-
hidroxicumarina, sobre la migracidén y funcién paxilina en células de melanoma
murino B16. Para lo cual se realizé un ensayo de migracién aleatoria, en donde se
observd inhibicion de la migracién de forma dependiente a la concentracién de 4-
hidroxicumarina (50, 160 o 500uM). A través de inmunofluorescencias de las células
tratadas con 4-hidroxicumarina, se observd una modificacién en la distribucidon de
paxilina. Por otro lado se encontrd una disminucién en la expresién y activacién de
paxilina con 4-hidroxicumarina (500uM). El hecho de que la 4-hidroxicumarina no
altere la localizacion ni la expresién de paxilina en fibroblastos 1929 (células no
malignas), sugiere que los efectos de este compuesto pudieran ser selectivos sobre
células cancerosas. Esto favoreceria el eventual uso de la 4-hidroxicumarina como
terapia adyuvante para el cancer.



Abreviaturas.

ATP. Adenosina trifosfato

CRK. Proteina homologa del oncogen v-crk del virus CT10 de sarcoma
CRKL. Proteina como CRK

CSK. Proteina tirosina cinasa dependiente de Src

DOT. p,pdidorodifeniltriclorcetano

EGF. Factor de crecimiento epidermal

ERO. Espécies Reactivas de Oxigeno

FAK. Cinasa de adhesitn focal

HCH. Hexaclorocicloexano

ICAM-1. Molécula de adhesion intercelular 1

LD. Dominio conservado iniciado L= leucina D= &cido aspartico

LIM. Dominio como el de las proteinas: Lin-11, Isl-1 y Mec-3 de Caenorhabditis elegans
MEC. Moléculas de matriz extracelular

OMS. Organizacidn Mundial de la Salud

PBS. Buffer Salino de fosfatos

PI3K. Cinasa Fosfatidilinositol-3

PKC. Protelna cinasa C

PKA. Proteina cinasa A

P130CAS. Sustrato asociado a CRK

MLCK. Cinasa de cadenas ligeras de miosina

Src. Proteina cinasa homologa al oncogen viral v-src de sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2)

SFB. Suero Fetal Bovino

UV. Radiacién ultravioleta




Antecedentes.

1. Cancer.

1.1 Definicién.

El termino céncer se utiliza para describir a un grupo de enfermedades que
se originan a partir de la proliferacion descontrolada y anormal de células
transformadas. Estas células presentan la capacidad de invadir tejidos diferentes al
de origen y de metastatizar a sitios distantes (Ruddon, W., 1985). La presencia de
células con capacidad invasiva, es diagnostico suficiente para indicar malignidad

(Lodish, H., et af 2000).

1.2. Epidemiologia.

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud publica en
todo el mundo, por tanto es una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad tanto en la infancia como en la edad adulta. Segun el informe anual de
la OMS del 2002, en el mundo méas de 10 millones de personas son diagnosticadas
con cancer cada afo, de las cuales 6 millones mueran y se estima que estas cifras
se incrementaran en un 50% en los préximos 20 afios. A pesar de que en paises
desarroliados la mortalidad por neoplasias malignas muestra una reduccién en el

numero de casos durante los Gltimos afios, el perfil de mortalidad por cancer en las

naciones subdesamolladas presenta todavia un claro patron ascendente. En




México, 1a mortalidad global por cancer en los hombres se incrementd de 76.2 en
1991, a 94.8 por 100 000 casos en 1995; entre las mujeres, ésta se increment6 de

85.6 a 105.8 por 100 000 casos (Salmerdn, C., et al 1997).

Durante el afio 2002, los tumores malignos fueron causa de 24,798 muertes
en nuestro pals, que corresponden al 5 % del total de defunciones (Fuente: INEGH/
SS, 2002). Los tumores malignos se determinaron como la cuarta causa de
mortalidad en personas en edad productiva (entre 15 y 64 afios). A pesar de los
avances en el manejo de la enfermedad, la sobrevida a 5 afios para todos los tipos

de cancer de pulmaén es de 13% y la de melanoma metastético es de 16%.

. Melanoma.

El melanoma es un tumor maligno que se origina de |a transformacion de los
melanocitos. El melanoma representa e 2.5% de todas las neoplasias y es el
responsable del 1-2% de las muertes por cancer (Fuente: INEGI). La mayoria de
los melanomas se localizan en la piel, pero también pueden localizarse en otros
lugares como mucosas y retina. Puede ser de crecimiento rapido y originar
metastasis tempranas, por lo que si no se trata oportunamente produce la muerte.
Los melanocitos son células encargadas de dar la coloracién a la piel, se

encuentran en la epidermis, que es la capa exterior que constituye [a piel. Existen

varios factores de riesgo que aumentan la posibilidad de desarrollar un melanoma




maligno, pero la radiacion solar -ultravicleta- es el factor etiopatogénico mas
importante (Lodish, H., et al 2000).

El melanoma tiene un comportamiento bioloégico constituido por dos fases
de crecimiento, una radial (intraepidémmica) y otra vertical (intradémmica). En la fase
de crecimiento radial, que puede durar meses o aflos, el tumor esta limitado a la
epidermis sin presentar capacidad de producir metdstasis, en esta situacion la
extirpacion quirdrgica es curativa. En la fase de crecimiento vertical, las células
tumorales invaden la dermis con la capacidad de producir metastasis linfaticas o
sanguineas (Ruddon, W., 1995). El crecimiento del melanoma hace necesario que
una vez determinado el diagnéstico, tenga que establecerse la fase de crecimiento

en que se encuentra, con la finalidad de establecer el prondstico y el tratamiento.

E! diagnéstico clinico de melanoma se basa en el reconocimiento de las
caracteristicas clinicas de las formas de melanoma, es decir la observacion de una
lesion pigmentada, asimétrica, de bordes imprecisos y coloracion abigarrada con
4reas negras y 4reas menos pigmentadas. La presencia o no de metastasis
linfaticas regionales en los pacientes con melanoma, tiene un valor prondstico an
relacién a la supervivencia. Si existen metastasis linfaticas, 1a supervivencia a los 5
afios se reduce a un 30-50%. Ei riesgo de desarrollar metéstasis linfaticas esta en
relacion con el espesor del tumor primario.

Los principales agentes antineoplasicos empleados en la quimioterapia
producen dafio al DNA y como resultado, inhiben la progresion del ciclo celular en
diferentes fases (tabla 1). Para incrementar la eficacia de los tratamientos, en la

practica clinica se ha optado por administrar en forma combinada agentes

10




antineoplasicos que actien en distintas fases del ciclo celular. Sin embargo, la

eficacia de los tratamientos es limitada, debido a que la toxicidad de los agentes

antineoplasicos es poco selectiva y dafla a gran parte de las celulas nommales

(Jiménez, O., 2003).

Agente antineoplasico Blanco Efecto en el cicdlo | Mecanismo de accion
farmacoldgico calular
Mediado por p53 a
través de p21.
. Amresto en Gy/S | | ing 1a replicacion de
Cisplatino y analogos DNA Amesto en S ADN. Se une a bases
{agentes alquilantes) Arresto en G2 pnﬁ cas de ADN a
Apoptosis través de enlaces
covalentes.
Promueve el ensamble
de microtibulos y
Taxol Microtibulos | AestoenGaM | o bilzacion de
Asresto en G, formacion de
Apoptosis polimeros de tubulina.
Mediado por
i nto de p16.
. . Arresto en G, increme '
Camptotectina Topoisomerasa Amesto en G, Estabiliza 1as uniones

entre Topoisomerasa |
y ADN

Tabla 1. Efeclos y mecanismos de accidn de agentes antinsoplasicos en el ciclo celular (Jiménez, O,

2003).




3. Carcinogénesis.

La carcinogénesis es un proceso de muitiples etapas que culminan en la
transformacién de una célula normal en una célula cancerosa. Esta conversion
requiere de maltiples mutaciones, principalmente en genes que codifican proteinas
que participan en el control da la proliferacitn (Franks, L, 1998; Cohen, S., and
Eltwein, L., 1991). Los factores que promueven la carcinogénesis pueden ser: i)
externos, que incluyen a carcinégenos quimicos (agentes alquilantes como el
benceno, aminas aromaticas como la 2-naftilamina presente en el caucho,
nitrosaminas como la betanaftiamina presente en el humo del tabaco, grasas
polinsaturadas omega-3 y omega-6 presentes en salmén, nueces, semillas de
girasol y margarinas, compuestos policlorades contenidos en insecticidas como el
DDT y plaguicidas como e HCH, etc.); carcinbgenos bioldgicos (como la aflatoxina
B1, producto del metabelismo de hongos que crecen en los cereales tales como el
Aspergillus flavus); carcindgenos fisicos (radiaciones electromagnéticas ionizantes
como los rayos X, y o UV ); e infecciones virales (virus del papiloma humano, el de
Epstein Bar y los de hepatitis B y C), o ii) intemos, como defectos en el sistema
inmune o predisposicion gensética (Khan, S., et al 1994; lwasawa, A, et al 1996,

Teramoto, B., ot al 1996; Wolf, C_, 1990).

12



El 80% de los canceres no heredables se deben a exposicién ambiental o
carcinogenos guimicos. Por ejemplo, el cigamillo predispone al cancer de pulmén y
de vejiga; las aminas aromaticas al cancer de vejiga; la aflatoxina al cancer de
higado; el benceno a las leucemias (Franks, L., 1998). Dado que existen diferentes
mecanismos que promueven la carcincgénesis, las neoplasias generadas son
diferentes; varian en tiempo de crecimiento, grado de diferenciacién celular,
detectabilklad, invasividad, potencial metastatico, respuesta a tratamientos y

pronéstico (Franks, L., 1998; Ruddon, W., 1995; Narod, S., ef al 1994).

Para que se lleve a cabo la formacion de tumores se requiere de tres etapas

conocidas como:

1. Iniciactén. La iniciacién es debida a alguna causa procarcindgena y resulta en la
alteracién especifica de genes susceptibles. La célula mutada incrementa su
capacidad de proliferacién; se ha sugerido que los agentes promotores de la
proliferacién pueden interferir con el proceso de diferenciacion que se lleva a cabo
normalmente cuando una célula pasa de un estadio no divisorio a otro en el cual
esta lista para dividirse. Estos estimulos promotores del crecimiento actian sobre
células que atin pueden ser sensibles a factores inhibidores de crecimiento normal.
Esto explica por qué algunas neoplasias presentan un caracter reversible (Franks,
L., 1998), aun cuandec los cambios moleculares sean irreversibles y permanezcan

latentes hasta que otro estimulo induzca la preliferacion (Ruddon, W., 1985).



2. Promoci6n. Se caracteriza por un estado de hiperproliferacién o hiperplasia. Esta
proliferacién es selectiva sobre células inicladas por un estimulo promotor y da
origen a lesiones premalignas o tumores benignos. Los promotores generalmente
son substancias quimicas extgenas, aunque también pueden ser agentes
enddgenos como las hormonas. Cabe mencionar que ademss de la proliferacion
excesiva, la descendencia de células transformadas presentan una morfologlia y
orientacién anormal, dando lugar a una displasia. Los tumores denominados in situ,
son tumores benignos que la mayoria de las veces son de tamafo pequeiio, se
encuentran encapsulados y no invaden el tejido que los rodea. Causan daiio al
ejercer presion local u obstruccion en érganos vitales, por lo que el tratamiento

quirdrgico constituye una solucion efectiva (Colville, P., 1997; Khan, S, et al 1994).

3. Progresion. Durante esta etapa las lesiones premalignas se convierten en
turores malignos con la capacidad de invadir tejidos vecinos o distantes. En la
progresién, las células neoplésicas adguieren gradualmente un fenotipo invasivo y
metastasico, generado como consecuencia de alteracionss en genes que regulan
la proliferacién, la adhesién y la migracién celular (Robbins, S., 1995, Ruddon, W.,
1995).



3.1 Metastasis.

Una vez que las células tumorales han adquirido un fenotipo invasivo, son
capaces de salir del sitic de origen y formar tumores secundarios en otras areas del
cuerpo; este proceso se conoce como metéstasis. Solo los tumores malignos tienen
la capacidad de producir metastasts. E! sitio anatdmico donde se localiza el tumor
primario proporciona datos sobre su curso clinico, ya que indica los efectos del
tumor sobre las funciones del cuerpo, el tipo da tratamiento que se puede aplicar y
los sitios mas probables de formacién de metastasis. Los sitios secundarios mas
comunes para la metastasis de cualquier tipo de cancer son los pulmones, €
higade, los nddulos linfaticos, la medula 6sea y el cerebio. En general, el sitio inicial
de formacidn de tumores secundarics tiende a ser el drgano que tenga la primera
red capilar encontrada por las células después de haber sido liberadas del tumor

primario (Liotta, L., et a/ 1974).

Cuando las células tumorales entran al sistema linfatico, pasan por los
nodos linfaticos regionales dorde pueden ser retenidas y provocar un crecimiento
metastasico. Una vez que las células cancerosas alcanzan los vasos sanguineos,
pueden llegar a tejidos distantes mediante el torrente circulatorio; sin embargo solo
el 0.1 % de las ctlulas tienen la capacidad de formar un tumor metastasico
secundario. Dada la ineficiencia de este paso, encontrar células cancerosas en el
torrente sanguineo no es indicativo de la formacidn de metastasis. Sin embargo las

explicaciones hemodinamicas no aclaran totalmente la predileccion de las células

~ tumorales por un érgano especifico, por lo tanto, se ha postulado la teoria de la




axistencia de interacciones selectivas entre la célula tumoral y el érgano hospedero

(Weiss, L, 1990; Chambers, F., et a/ 2000).

El proceso de metastasis requiere transformaciones de la célula tumoral,
que alteren la adhesidn y la capacidad migratoria. Las células metastasicas, para
entrar a la circulacidn y eventualmente formar tumores secundarios deben invadir et
tejido adyacente, rompiendo el contacto con ofras células del tejido de origen y
atravesando la barrera de la lamina basal. Dentro de los cambios fenotipicos que
afectan la adhesidn de las células neoplésicas, se ha reportado una disminucién en
la expresion de cadherinas (responsables de las interacciones célula-célula), y
cambios en la expresién de integrinas (receptores que median las interacciones de
la célula con la matriz extracelular y con los vasos sangulneos) (Yamada, K., and
Miyamoto, S., 1995). En algunos casos como en &l melanoma maligno, la expresién
de integrinas determina el fenotipo de la malignidad (Armitage, P., and Doll, R.,

1954; Garibay, M., 1998; Liotta, L., 1986).

Por su importancia en el proceso de metédstasis, las integrinas y las
moléculas que participan en la regulacion de la adhesion han sido serialadas como

blancos farmacoldgicos para disminuir el proceso de metéstasis (Velasco, V., ot af

199).



4. Adhesidn celular.

En todos los organismos multicelulares las células interactian entre sl o
pueden unirse a componentes de la matriz extracelular; estos procesos de
adhesion celular sirven para mantener la arquitectura tisular y transmitir sefiales de
cornunicacién. La adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular son fendmenos
regulados por moléculas de adhesion localizadas en la membrana de fas células.
Dichas moléculas forman parte de complejos sistemas transductores de sefiales

que activan funciones especificas.

41. Moléculas de adhesién

4.1.1. Moléculas de adhesién celular (CAMs)

Las CAMSs incluyen receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
cadherinas y selectinas. La superfamilia de las inmunoglobulinas comprende a mas
de 30 glicoproteinas, que se caracterizan por contener en su porcion extracelular
mualtiples dominios parecidos a los de las inmunoglobulinas. Fisiolégicamente estas
moléculas participan en las interacciones célula-célula, ya sea manteniéndolas
juntas o facilitando la adhesion entre células de diferentes estirpes. Las cadherinas
son glicoproteinas de membrana capaces de mediar la adhesién célula-célula de
manera dependiente de calcio, con el fin de mantener las células juntas y conservar
la arquitectura tisular. La regién citoplasmatica de las cadherinas esta conectada al

citoesqueleto de actina mediante proteinas de la familia de las cateninas. La

interaccién cadherina-catenina favorece la adhesién célula-célula, regula la




proliferacion y la migracién celular. Las selectinas son lectinas dependientes de
calcio, implicadas en el reconocimiento entre los leucocitos y las células
endoteliales. Ademas también intervienen en uniones fransitorias de alta
especificidad entre las células, por lo que no se expresan constitutivamente en la

superficie celular (Alberts, B., et al 1964).

4.1.2. Moléculas de adhesién a sustrato (SAMs)

Dentro da las SAMs se encuentran las integrinas y moléculas como
proteoglucanos y glicoproteinas (fibronectina, laminina, etc.). Las integrinas son
moléculas de superficie glicoprotéicas y multifuncionales, que sirven como
receptores a moléculas de matriz extracelular (MEC) e intervienen en la adhesion y
migracién celular. Estos receptores estan formados por dos subunidades
transmembranales (o y B); se han identificado 16 subunidades a, 8 p y 22
heterodimeros (Hynes, R., 1992). La mayoria de las integrinas reconocen
moiéculas de matriz extracelular (laminina, vitronectina o fibronectina), pero
algunas (principalmente la que contienen la subunidad (2) participan en la
adhesién célulacélula, reconociendo moléculas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Como consecuencia del reconocimiento de su ligando, las
integrinas se agregan en complejos multimoleculares {complejos de adhesién focal)
que participan en la transduccion de sefiales y pueden alterar la reorganizacién del
citoasgueleto de actina y la migracién celular (Esquema 1) (Alberts, B., ef al 1994,

Velasco, V., et al 1999). La unién del ligando y la agregacion de las integrinas en
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los complejos de adhesion focal, inducen un cambio conformacional en el dominio
citoplasmatico de la subunidad B de [a integrina, provocande la activacién de la
cinasa de adhesién focal (FAK) (LaFlamme, S., and Auer, K., 1996). FAK es una
tirosina-cinasa infracelular que puede unirse a ofras proteinas del citoesqueleto
para formar los complejos de adhesion focal (Tumer, C., 1994). La acﬁvacibn de
FAK induce su autcfosforilacién (Schaller, M., ef al 1995), generando nuevos sitios
de interaccidn con proteinas del citoesqueleto y/o proteinas adaptadoras que
participan en [a sefializacion intracelular que desembocan en el rearreglo del

citoesqueleto de actina (Schiaepfer, D., et a/ 1999).

T T~
Matriz extracelular

Tenisina

Esq 1. Complajo de adhesién focal. Como consecuencia del reconocimianto del ligando, las integrinas
intereccionan con protelnas de cifoesqueleto (vinculing, taling, tensina, a-actinina y paxiina) y con proteinas
cinasas (FAK y Sic), para formar los complejos de adhesion focal, con of fin de tranemitir ssfiales qus controlar la
migracion celulas y la reorganizacién del ditoesqueleto de actina (Velasco, V., el af 1999).
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La interaccitn de las MEC con receptores de membrana no es suficiente
para soportar la adhesion celular. Esta unién necesita la presencia de proteinas de
unién agregadas a los complejos multimolaculares. La funcién del citoesqueleto en
los procesos adhesivos es promover y estabilizar la agregacion de receptores de

adhesicn para facilitar et reconocimiento de multiples ligandos.

4.1.3. Proteinas del citoesqueleto.

Para regular la morfologla, migracian y adhesion celular se requiere de la
interaccién del citoesqueleto de actina con receptores de adhesion, a fravés de
diversas proteinas como paxilina, vinculina y talina. En células normales los
microfilamentos de actina son muy estables, por lo que las células tienen poco
movimiento; pero en células cancerosas los cambios dinamicos del citcesqueleto
de actina impiden la formacién de contactos célula-célula y facilitan la migracion,
permitiendo la progresion tumoral (Bemal S., et al 1983). Se ha observado que la
adhesién regulada por integrinas es importante durante varias etapas del proceso

de metastasis (Velasco, V., ef af 1899).

Dada la importancia de los procesos adhesivos en la generacién de
metastasis, la identificacion de las alteraciones en la expresion de moléculas de
adhesion en las neoplasias puede ser importante para el prondstico y para la

generacion de nuevas terapias antineoplasicas.
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5. Migracién cejular.

Para poder migrar sobre un sustrato la célula necesita la presencia y
activacion de moléculas de adhesion. Como ya se menciond, la adhesién mediada
por integrinas, requiere fa unién del receptor al citoesqueleto en el interior de fa
célula para ser eficiente. En el caso de la migracion, las sefiales generadas en los
procesos de adheskon provecan cambios en el citoesqueleto que permiten a la
célula tener suficiente traccién para desplazarse. Existen tres principales tipos de
estructuras con funciones especializadas formadas por cambios en la
polimerizacion del citoesqueleto de actina, a partir de que la célula se une a su
sustrato. A estas estructuras se les han denominado filipodios, famelipodios y fibras
de estres. Los lamelipodios y filipodios son estructuras aitamente méviles que
frecuentemente se unen y desprenden del sustrato para producir movimiento,
retraccion o pliegues en la membrana. Los filipodios y sus precurscres se
presentan como estructuras alargadas y puntiagudas en la membrana, y se forman
por la presion de cadenas de microfilamentos de actina sobre la superficie celular.
Los lamelipodios se forman debido a la presencia de una gran cantidad de
filamentos de actina en forma de redes que forman la maquinaria contractil en el
aextremo lider de la célula para producir movimiento. Las fibras de estrés consisten
en largas redes de filamentos que atraviesan la célula, se encuentran unidas
indirectamente a la matriz extracelular por medio de integrinas y los complejcs de

adhesion focal (Condeelis, J., 2001; Lodish, H., et al 2000}.
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Un movimiento celular implica diferentes mecanismos: desde la extension
inicial de la membrana, la adhesion al sustrato, adelantar el contenido
citoplasmatico y refraer la parte superior de la célula, que tisnen como
consecuencia cambios en la morfologia celular. El paso inicial para la formacion del
lamelipodio es la polimerizacion controlada de filamentos de actina en el extremo
lider y la subsecuente unién de estos filamentos en redes y cadenas. Una vez que
la membrana se ha extendido y el citoesqueleto se ha ensamblado, la membrana

queda firmemente unida al sustrato.

Se ha demostrado que las redes de actina del extremo lider, propician la
rapida formacion de complejos de adhesion focal en los sitios de union (Lodish, H.,
ef al 2000; Pawlak, G., and Helfman, M., 2001). Esta unién tiene dos funciones
principales, mantener adherida la célula al sustrato y preparar el extremo lider para
la retraccion del resto de la célula; por lo tanto, después de que se ha realizado el
proceso de adhesidn, el contenido celular es desplazado hacia delante. El siguiente
paso del movimiento es la separacion de la parte de adhesion focal en el extremo
posterior y el traslado del resto de la célula. Para mantener una direccion de
movimiento, la célula requiere de sefiales externas que le permitan diferenciar el
extremo lider y adicionalmente sefiales que coordinen los eventos de ambos
extremos. El citoesqueleto y la migracién celular son coordinados por la activacion
de GTPasas complejos multimoleculares y segundos mensajeros, mediante

diferentes vias de transduccién de sefiales.
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6. Paxilina.

Como ya se ha descrito anteriormente la adhesion y migracién celular son
fenémenos esenciales en procesos fisioldgicos y patologicos. Durante estos
procesos las integrinas reclutan una serie de proteinas citoplasmaticas, para formar
complejos de adhesion focal (Clark, E., and Brugge, J., 1995; Burridge, K., and
Chrzanowska, W., 1996). Paxlina es una de las protelhas reclutadas vy
ensambladas por activacién de la integrina, que actia como proteina adaptadora y
reguladora de 1a motilidad junto con FAK (Burridge, K., and Chrzanowska, W.,1996;
Schaller, M., 2004). Por lo tanto, paxilina es considerada como un punto de
comelacién entre los estimulos extracelulares que provocan cambios en la
organizacién del citoesqueleto y/o en el estade de la proliferacion celular

(Rozengurt, E., 1995; Schaller, M., 2001) (Esquema 2).

Via ds sefialzacién da paxilina inducida por sdhesidn y factores de crecimisnto

Organtzacién / .c? Ay \ Semcldn

b\
K CHosaquelsto/Ensamble y
formacién del complejo Expresion de genes
de sdhesién focal. da proliferacion

4
Motiidad celulsr! l /Ofglnizacgn tisular!

Mantenimianto

Remodetacién
tisulariCleatrizac i6n/ Matistasis

Esquaema 2. Interaccién de paxiina con integrinas y recaptores a faclores de crecimiento para transmitir safiales
exiracehsares que reguian funciones celulares (Brown, M., and Tumer, C., 2004).
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6.1.  Estructura y localizacion.

Paxilina es una proteina de la cual existen varias isoformas. En raton
existen dos isoformas de paxilina: o y B, de 60 y 64 kDa respectivamente, mientras
que en humanos se han encontrado tres isoformas «, B v v, de entre 63 y 68 kDa
aproximadamente .

Las isoformas de paxilina o y p se pueden localizar dentro de las placas de
adhesion focal, en el citoplasma o en el drea perinuciear co-localizadas con o
aparato de golgi (Mazaki, Y., et al 1998).

En ratén, la isoforma a esta expresada en la mayoria de los tejidos adultos
normales. La expresién de la isoforma P de paxilina es importante durante el
proceso da morfogénesis, y una vez terminado éste disminuye su expresion, por lo
que en tejidos adultos se expresa en niveles casi imperceptibles (Mazaki, Y., et al
1998). Por lo tanto, la expresién de la isoforma P parece no ser esencial para el
mantenimiento de la mayorfa de los tejidos adultos normales, sin embargo su
expresion esta asociada a la de la isoforma « (Mazaki, Y., et a/ 1898). En varios
tejidos tales como el del bazo, testiculo, timo, y pulmén hay niveles mas
perceptibles de la isoforma B. Esto se debe a que la isoforma B participa
principalmente en el proceso de migracién y las células de estos tejidos son
méviles (Mazaki, Y., ot al 1998). En varios tipos de cancer se ha observado la

expresién simultanea de las isoformas « y § de paxilina (Mazaki, Y., et al 1997).
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Estructuralments, paxilina se puede dividir en dos regiones; la primera
regién comprende al amino terminal, que contiene cinco deminios LD conservados
y homdlegos. Los dominios LD son secuencias repetidas de oche aminoacidos
(Dawid, |., et al 1998), que interaccionan proteinas como vinculina, FAK, clatrina,
actopaxina, etc. (Yumer, C., and Miller, J., 1994) (Esquema 3). A la mitad del
amino terminal paxilina contiene subdominios ricos en prolina, tirosina y glicina que
interaccionan con los dominios SH3 y SH2 de CRK y CSK (miembros de la familia
Src) (Tumbarello, D., et al 2002; Lamorte, L., ef al 2003; Weng, Z., et al 1993). La
segunda regidn, localizada en el carboxilo terminal de paxilina esta compuesta por
cuatro dominios denominados LIM. Los sitos LIM2 y LIM3 de paxilina contienen
residucs de treonina y serina, los cuales pueden ser fosforilados para pemmitir la
interaccion proteina- proteina. En conjunto las interacciones de paxilina con oftras
proteinas modulan la formacin de los complejos de adhesién focal y la
organizacion del citcesqueleto de actina permitiendo la adhesién a la matriz

extracelular y 1a migracién celular (Schmeichel, K., and Beckerle, M., 1984, Arber,

S., and Caroni, P., 1996) (Esquema 3).

Proteinas que 8e unen a los difersntes dominios ds paxilina

Exquema 3. Estructura da paxiina con sus dominios de unidn y su interaccidn con  proteinas que modulan su
funcién (Brown, M., and Tumaer, C_, 2004).
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6.2. Funcidn.

La funcién principal de paxilina es la integracion y difusién de sefiales

provenientes de integrinas o receptores a factores de crecimiento para contribuir

en la regulacién de la polimerizacion de citoesqueleto de actina, en la proliferacion,

la adhesion y la migracién calular (Esquema 4) (Salvia, R., ef al 1995; Brown, M.,

et af 1996; Mazaki, Y., et al 1997).

Fosforilaclén de paxilina y funcién

La fosforiacisn es estimulada por adhesion

La fosforilacion inducida por
adhesidn y GFs fosforllsdos por
FAK/Scr unen a CRK y RAS
GAP. Reguian la migracion L"“"‘"““j‘;“
celutarf adhesion focal. indugida por JNK,

yla(n)m(s)GF:dmwddn Reguia
la riteraccn de paxiina con jos sitios de
adhesitn focal.

La foslortaciin es La fosforacion La fosforilacion en La fosforilacion es estmulada

estimulada por [ : células apitaalies por ung cinasa de adhesion
adhesikiny GFs, PIBMAPK, estimuia ol tiens funcion dasconocida, que promusve la
unidos en pBS de k3 cincer de neurita. desconocida profiferacion da mioblastos.

subunidad

Paxilina

Esquema 4. La activacién de paxiiina dapendiente de su estado de fosfordacion regula fenémenos de adhesion,
migracion y prodiferacion celular (Brown, M., and Tumer, C., 2004).
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La funcionalidad de paxilina esta relacionada a su estado de fosforilacién.
La uni6n de integrinas a su ligando induce la distribucién y fosforilacién de paxilina
en residuos de tirosina. FAK y Src fosforilan a paxilina sobre residuos los de tirosina
31 y 118, con el propdsito de generar dominios SH2 funcionales que permitan la
interaccion con protelnas como CRK/CRKL (Birge, R., ef al 1993; Salvia, R.. of af
1995), p8Y PI3K, p120RASGAF (Tsubouchi, A., of a/ 2002) y con proteinas
ensambladas a las integrinas como vinculina, talina, FAK, Src y CSK. En linfocitos
Baf3 de ratén (Romanova, Y., et al 2004), en células MMI de hepatoma de rata
(iwasaki, T., et af 2002), y en células epiteliales NmuMG de raton (Nakamura, K., et
al 2000) se ha observado que la fosforilacion de paxilina sobre residucs de tirosina
31 y 118, reguia la polarizacion y motitidad de la célula. Adicionalmente, paxilina es
fosforilada sobre residuos de serina en la posicion 188/190, lo cual promueve el
reclutamiento de paxilina a los complejos de adhesitn focal (Woodrow, A., ef al
2003, Bellis, S., et al 1997; De Nichilo, M., and Yamada, K., 1998).

La participacion de paxilina en el proceso de metastasis se ha descrito en
varios modelos. En un estudio con células de tumor de la vejiga NBTII se observé
una disminucién en la motilidad y en la interaccidn paxilina-CRK al sustituir en la
paxilina residucs de tirosina por residuos de fenilalanina. Por lo que se concluyd
que ia fosforilacién de paxilina sobre residuos de tirosina y la interaccion de paxilina
con las proteinas de los complejos de adhesion focal, es esencial para que se lleve

a cabo [a adhesién y migracién celular (Petit, V., et al 2000).
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En células pegqueiias de carcinoma pulmonar humanc SCLC se ha
cormrelacionado la agresividad de este tipo de cancer y la generacion metastasis con
la disminucion de la expresién de paxilina y del estado de fosforilacién de residuos
de tirosina (Jackson, J., and Young, M., 2003; Salgia, R., ef a/ 1999). Sin embargo
en cancer renal (Jenq, W., ef al 1996) y en cancer de préstata (Tremblay, L., ef a/
1996) se ha observado que la regulacién y el aumento en la fosforilacion de paxilina
sobre residuos de tirosina estimula el proceso de metastasis. Por otro lado se ha
descrito que una disminucion en los niveles de paxilina y un aumento en los niveles
de p130CAS se asocian al proceso de metéstasis en cancer de mama (Scibelli,

A., of al 2003).

Las evidencias aunque son contradictorias conservan una relacion enire la
expresion y la activacion de paxilina. Es decir la agresividad del cancer puede estar
en funcién de esta comelacion, lo cual probablemente se puede relacionar con la

funcién de la célula en el tejido de especifico (Liotta, L., and Petricoin, E., 2000).
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7. Cumarinas.

7.1. Generalidades de cumarinas.

Las cumarinas son un grupo de compuestos pertenecientes a las
benzopironas, que se encuentran como de metabeiitos de plantas como el haba de
tonka, el clavo, el trébol dulce y en alguncs aceites esenciales tal como el de
lavanda {Nair, R., et a/ 1991). Las cumarinas presentan un benceno unido a un
anillo heterociclico de seis miembros, el cual contiene un dtomo de oxigeno y cinco
carbonos con hibridacitn sp® (a-pirona). La estructura de la cumarina, cuyo nombre
quimico es 1,2-benzopirona del 4cido orto-hidroxifenil-propenoico se muestra en el
esquema 5. Tiene un peso molecular de 146.15 g/mol, un punto de fusion da 68
70°C y un punto de ebullicién de 303°C. Es soluble en etanol, cloroformo y aceites
(O’Kennedy, R, and Thomes, D., 1997).

5 4
6 NS
7
O (0]
8 1

Esquema 6. Estructura quimica de la cumarina (1,2-berzopirona). Los ndmeros indican las posiclones en donde
puade préasentar sustituyentes.
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7.2. Metabolismo.

La vida media biolégica de la cumarina es de 1.2 horas si se administra por
via oral y de 0.8 horas cuando es administrada por via infravenosa. Se oxida tanto
in vitro como in vivo en todas las posiciones de la molécula generando
monohidroxicumarinas (Ritschel, W., et al 1979; Ritschel, W., 1984). El anillo
lacténico puede hidrolizarse para formar acido o-hidroxifenilacético o acido o-
hidroxifenilactico, los cuales se han descrito como productos de excrecion (Lake,
B., 1999). Estos productcs pueden estar acstilados, metoxilados, conjugados o
sufrir otro tipo de transformacién.

Las principales vias metabdlicas de la cumarina se ejemplifican en el
esquema 6. La cumarina es metabolizada por el sistema del citocromo P450
(isoforma CYP2A8 en humano), produciendo derivades monohidroxilados. Los
productos de biotransformacidn varian cuantitativamente dependiendo de Ila
especie (Cohen, A., 1979; Hadidi, H., e al 1997). El principal producto de
biotransformacién en el humano es la 7-hidroxicumarina mientras que en rata es la
3-hidroxicumarina (Rautio, A., et a/ 1982, O'Kennedy, R., and Thornes, D., 19897).
El metabolismo de la rata es semejante al del humano, ya que posee hidroxilasas
hepaticas que forman derivados metabdlicos hidroxilados. Estos metabolitos tienen
una vida media consideradamente mas larga, lo que hace pensar que la cumarina
actja como un profarmaco. En rata se producen derivados mucho mas téxicos, de
acidos hidroxifenilcarbonicos. Se ha propussto que alguncs de los productos de
biotransformaciéon de la cumarina pueden tener actividad inmuncestimulante,
antineoplasica y antimetastasica mayor que la cumarina (Moran, E., et al 1987,

Jiménez, O, of af 1999).
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Esquema 5. \as melabdliicas de ia cumarina. Se muestran los metaboliios de la cumaring, en el circulo sa
mueastra ka estructura de la 4-hidroxicumarina (Fuente: Thomes, R., and O'Kennedy, R., 1997).
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7.3 Actividad de cumarinas

Derivados cumarinicos con actividad anticoagutante, como la warfarina y el
dicumarol comenzaron a utilizarse en el tratamiento de neoplasias para prevenir la
formacién de estroma de fibrina al rededor del tumor, io cual esta relacionado con
la producciton de metastasis. Al respacto, se sabe que la warfarina en combinacitn
con otros tratamientos, alarga al doble la sobreviva de pacientes con carcinoma
pulmonar (Zacharski, L., et al 1981). Sin embargo, el efecto antineoplasico de los
derivados cumarinicos no se deben a sus propiedades anticoagulantes, ya que se
ha observade que la administracion de la vitamina K antagoniza la accin

anticoagulante de fa warfarina, pero no antagoniza el efecto antineoplasico.

Se ha encontrado que la cumarina posee activad antipirética y anti-
inflamatoria por lo que se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades
reumdticas. Estimula la actividad fagocitaria de los macréfagos y de otras células
del sistema inmune, por lo cual ha sido administrada en enfermedades crénicas
como brucelosis, micoplasmosis y toxoplasmosis (Ozaki, Y., et al 1986). En
algunos estudios la cumarina y sus derivados tienen accién antitumoral tanto in vivo
como in vitro. La cumarina tiene actividad antineoplasica in vivo sobre melanomas
malignos (Zanker, K., et al 1984), carcinoma renal metastatico {Dexeus, F., ef af
1990) y carcinoma prostatico (Mohler, J., et al 1994). Estudios in vitro han
observade que la cumarina y la 7-hidroxicumarina inhiben el crecimiento de varias
lineas tumorales humanas (Marshall, M., at al 1994a; Myers, R, ef al 1994; Kawaii,

S., et al 2001).
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La cumarina es considerablemente menos toxica que la warfarina por lo
cual puede ser administrada a dosis mayores sin presentar efectos teratogenos
(Cox, D., et al 1989). Estudios en humanos han demostrado la tolerancia de hasta
79 diarios de cumarina con efectos adversos de poca importancia que son
reversibles al suspender el tratamiento (Marshali, M., et a/ 1994b; Marshall, M., ef a
1991a).

Los mecanismos involucrados en los efectos antineoplasicos vy
antimetastasicos de la cumarina no se conocen. Para explicar sus acciones se han

propuesto dos mecanismos principales que involucran:

1) Lainhibicion del crecimiento de algunas células fumorales;
2) La estimulacién de ciertos componentes del sistema inmune

que participen en la reaccién contra el tumor.

Respecto a la reacciéon inmunoestimulante, se ha reportado que la cumarina
tiene un efecto sinérgico in vitro con una endotoxina bacteriana estimulando la
secrecion de factores solubles (IL-1B, IL-6). En la cepa de raton C57BL/6 la
cumarina, a dosis de 80mg/kg, incrementa la actividad fagocitaria de macrofagos

peritoneales hasta en un 160% con respecto a los controles (Orozco, A., 2000).

En la inhibicion del crecimiento de lineas celularss se involucran dos efectos
que son: e arresto en la fase G1 del cido celular y la induccién de la apoptosis. El
efecto citoststico se ha observade que es provocado principalmente por la 7-

hidroxicumarina, mas que por la cumarina (Lépez, G., ef al 2004).
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Se ha demostrado que la 7-hidroxicumarina (2mM) inhibe el crecimiento in
vitro de células de la linea A549 de adenocarcinéma pulmonar humano. Se ha
propuesto que la cumarina y 1a 7-hidroxicumarina pueden controlar el crecimiento
de ciertos tumores a través de la regulacion de la expresion de oncogenes, ya que
estudios moleculares en fibroblastos murinos transfectados con los oncogenes ras
y myc han mostrado que la 7-hidroxicumarina disminuye los niveles de RNA
mensajero de dichos oncogenes relacionados con la proliferacidn celular (Seliger,

B., and Pettersson, H., 1994; Khan, J., et af 1994).

7.4 Actividad de 4-hidroxicumarina.

Estudios con 4-hidroxicumarina han reportado que in witro, la 4
hidroxicumarina induce alteraciones morfoldgicas en células B16 de melanoma
murino, sin producir alteraciones en la linea celular no maligna de fibroblastos B82.
Estos cambios morfoldgicos correlacionan con una desorganizacion del
citoesqueleto de actina, debido a gue el tratamiento con 4-hidroxicumarina
disminuye el contenido de fibras de estrés, lamelipodios y filipodios. La 4-
hidroxicumarina produce también una inhibicibn de la adhesion a moléculas de
matriz extracelular (Velasco, V., et al 2003; Espinoza, Q., 2002). Ademas se ha
observado que disminuye la tasa de proliferacion (Jiménez, O., 1998) y la
fosforilacidon de proteinas de celulas B16 (Velasco, V., et al 2003). Actualmente ef
mecanismo por €l cual la 4-hidroxicumarina produce los efectos reportados se
desconoce. Los antecedentes sugieren que algunos de los productos de

biotransformacion de la cumarina pueden complementar terapias antineoplasicas.
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Dado que la organizacion del citoesqueleto de actina y la adhesién controlan la
migracion celular, es posible que 1a 4-hidroxicumarina pueda alterar la capacidad
de movimiento de células tumorales y resultar en la disminucion o pérdida de la
capacidad metastasica. Por lo tanto es importante analizar el efecto de la 4-
hidroxicumarina sobre proteinas involucradas en la adhasion y migracion celular,

como paxilina,
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IL. Hipétesis.

Si la 4-hidroxicumarina disminuye la adhesion de células de melanoma
murino B16 a moléculas de matriz extracelular y modifica la organizacién del
citoesqueleto de actina, se espera que altere la migracion de celular. Debido a
que el acoplamiento de paxilina en las pltacas de adhesidn focal es requerido
para la adhesién y migracién celular, se espera encentrar alteraciones en la

funcién de paxilina.

Iil. QObjetivos.

+ Objetivo general
= El presente estudio analizara la participacion de paxilina en la
migracion celular, en la reorganizacién del citoesquelsto de
actina y en la adhesidn celular de celulas B16 tratadas con 4-

hidroxicumarina.

+ Objetivas particulares

m Analizar el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la migracion de
células de melanoma murino B186.

m Evaluar el efecto de 4-hidroxicumarina en la localizacion de
paxilina.

® Evaluar el efecto de 4-hidroxicumarina en la expresién de
paxilina.

@ Evaluar el sfecto de 4-hidroxicumarina sobre la fosforilacién de

paxilina sobre residuos de tirosinas.

36




Iv. Material y Métodos

s Material bioldgico.

Células de melanoma murine B16 y fibroblastos no malignos L929 (ATCC)
se cultivaron en medio RPMI 1840 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco) y una mezcla de antibidticos (penicilina 5 mg/mL, estreptomicina 10
mg/mL y neomicina 10 mg/mk, Gibco) en cajas de cultivo de 80 cm? de 4rea
(Nunc). Se incubaron en una atmoésfera de 5% de CO, y temperatura constante de
37 °C (Incubadora Nuaire). Las células se cosecharon con Tripsina/EDTA
{0.05%/0.5 mM, Gibco) y se contaron en un hematocitémetro (camara de
Neubauer) donde se evalud paralelamente |a viabilidad por exclusién de azul tripan.

Para los ensayos se utilizaron cultivos con viabilidad mayor o igual al 95%.

w Tratamiento.
Las celulas se expusieron a 4-hidroxicumarina (50, 160 o 500uM), cumarina

(500uM), citocalasina D (5pM) o al vehiculo de los tratamientos (etanol 0.75%),

durante 24 horas. Como diluante se utilizé medio RPM! condicionado (sin suero).
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m» Ensayo de migracién aleatoria.

Para observar el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la migracién celular. Se
sembraron células B16 en placas de 6 pozos (Nunc) a una densidad de 300X10°
células por pozo en medio RPMI-10% SFB. Se incubaron y dejaron adherir toda la
noche para formar una monocapa. Antes de fratar las células, con ayuda de un
gendarme se realizaron heridas (cortes) sobre la monocapa de células.
Posteriormente se retiro el medio para quitar las células despegadas y se agrego el
tratamiento. La placa se analizé y documento fotograficamente a t=0 y después de

24 horas con microscopico invertido (TMSF, Nikon).

m Inmunofluorescencia.

Para evaluar el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la redistribucién de paxilina
en células B18 y L929. Se sembraron células a una densidad de 30X10° células por
pozo en portaabjetos con pozos desmontables (Nunc) y se incubaron toda la noche.
Posteriormente las células fueron sometidas al tratamiento; ya concluido, las células
se fijaron durante 30 minutos a 37 °C con formaldehido al 4% en (PBS) pH 7.4,
permeabilizaron 5 minutos con Tritén X-100 (0.1 %) y bloquearon durante 1 hora a
37 °C con una solucién de albumina al 3% en PBS. Finalizado el blogueo, las células
se incubaron durante 1 hora a 37 °C con un anticuerpo policlonal anti-paxilina hecho
en conejo (Santa Cruz Biotechnology, 1:200). Temminada la incubacion con anti-
paxilina, las células se lavaron con PBS y se incubaron con un anticuerpo

secundario anti-conejo hecho en cabra conjugado con un flucrocromo (IgG, Alexa
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546, Santa Cruz Biotechnology, 1:500) durante 1 hora a 37 °C. Al finalizar con la
incubacién las células se lavaron y prepararon con glicerol para ser observadas y
documentadas fotograficamente con microscopio de flucrescencia (Nikon Eclipse

600).

® ELISA en célula

Se sembraron células con medio RPMI 10% SFB en placas estériles de 96
pozos (Nunc) a una densidad de 20X10° células por pozo y se incubaron toda la
neche. Se realizé cada tratamiento por triplicado. Después del tratamiento, las
células fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1 % durante 30 minutos,
permeabilizadas con Tritén X-100 (0.1 %), y bloqueadas con albdmina sérica bovina
al 1% en buffer de carbonatos pH 9.6 durante toda la noche a 4 °C. Mediante Ia
técnica inmunoenzimatica ELISA en célula, se cuantifico la expresion de paxilina
empleando un anticuerpo polidlonal anti-paxilina hecho en conejo (Santa Cruz
Biotechnoiogy, 1:400). Este anticuerpo se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después de la incubacién, la placa se lavé con PBSAween 20 (0.1%) e
incubé con un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a una peroxidasa (PQ)
hecho en cabra (SIGMA, 1:10,000) durante 2 horas a temperatura ambiente. Como
sustrato de la PO acoplada al anticuerpo, se agregé H.O,, ortofenilendiamina (OPD),
en amortiguador de citratos y fosfatos. La reaccién enzimatica se detuvo con H,SO,
2M y se ley6 en un lector de microplacas (Biotek EL311) a una longitud de 490nm

con un filtro de referencia de 630nm.
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Como control del nimero de células conservadas durante el ELISA en cslula,
se realizé una cuantificaron mediante una tincion con cristal violeta, que se basa en
la afinidad del colorante a las proteinas celulares. Las células se fijaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con una solucién 1.1 % de glutaraldehido en
amortiguador safino de fosfatos (PBS). Después se aflade una sclucién de cristal
violeta 0.2% durante 30 minutos y al témino del tiempo se realizan lavades
extensivos con agua para eliminar el exceso de colorante. Finalmente el colorante se
solubiliza en 10% de 4cido acétice y se cuantifica mediante un lector de microplacas
{Biotek EL311) a una longitud de onda de 535 nm; siendo la absorbancia una
medida proporciona! de las células en el pozo. El andlisis estadistico se realizd
comparando las células tratadas contra su respectivo control utilizando |a prueba de

Dunnett, con un Iimite de significancia de P< 0.05.

® Inmunoprecipitacién y Wastern Blot

Células B16 se sembraron con medio RPMI 10 % SFB a una densidad de
2x10° células por caja petri estéril (Nunc) y se incubaron toda la noche. Las células
fueron sometidas al tratamiento con 4-hidroxicumarina o etanol al 0.75%.
Posteriomente se lisaron con 800yl de amertiguador de lisis frio (25 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 1%, NP-40, 1 mM DTT, 5 % glicercl, 5 mM de
EDTA, 1 mM de fluoruro de fenilkmetil-sulfonilo (PMSF), 1 mM o-vanadato, 1 pg/ mL
de pepstatina A, leupeptina y aprotinina y 10 mM NaF). El lisado se incubd en hielo 5

minutos y centrifugé durante 12 minutos a 13 000 rpm. Del volumen total del lisado,
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se tomardn S0pL para ser separados en un gel de acrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para la inmunoprecipitacion, los lisados anteriores
se incubaron durante 3 horas a 4 °C en agitacién constante con un anticuerpo
policlonal anti-paxilina hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology). que
previamente hablan sido unidos a las perlas de proteina A - agarosa. Al término de
la incubacién, las perlas se lavaron 3 veces con amortiguador salino de lavado
(amortiguador de lisis 1:10, inhibidores de proteasas y fosfatasas 1X) y se
prepararon para ser separados por electroforesis vertical en gel de acrilamida al 12
% an condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Después de la separacion se

realizd la transferencia a una membrana de PVF en camara humeda.

La membrana $e bloqued 1 hora con albiimina (1%), en agitacién constante.
Después se incubd 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante con los
anticuerpos primarios (1/1000): anti-paxilina hecho en conejo (policional, Santa Cruz
Biotechnology), anti-B tubulina heche en ratén (SIGMA) o anti-fosfotirosina hecho en
ratén (clona PY20, Santa Cruz Biotechnology) diluides en TBS-Tween 20 (0.05%).
Posteriormente se lavd la membrana, y se incubd con los correspondientes
anticuerpos secundarios (1:10,000) conjugados con peroxidasa por una hora a
temperatura ambiente. Para !a deteccién de la sefial por quimioluminiscencia, las
membranas se revelaron con el kit Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se documentaron los

resuitados por exposicién de la membrana a placas de autoradiografia (Kodak).
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V. Resultados.

ENSAYQ DE MIGRACION ALEATORIA.

La figura 1 muestra el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la migracion de
células de melancma murino B18. En la microfotografia se puede ver que a tiempo
cero las células estén separadas entre sf por una herida. En el control se observé
como las células migraron para cerrar la herida después de 24 horas. Mientras que
en el control positive células tratadas con citocalasina D no migraron debido a la
polimerizacion del citoesqueleto de actina. Por otro lado se puede observar que ia
inhibicién de ia migracitn fué dependiente de la concentracion de 4-hidroxicumarina.
Conforme aumenté la concentracién, la migracion de las células disminuy6

comparandola con €l control (etanol 0.75%).

160pM
[4 - HIDROXICUMARINA]

Figura 1. La 4-hidroxicumarina inhibié la migracién de células de melanoma murino B16.
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INMUNOLOCALIZACION DE PAXILINA

Para cbservar la distribucion de paxilina en células de melanoma murino B16
se utilizd la técnica de inmunoflucrescencia. Las microfotografias de la figura 2
muestran que células B16 tratadas con 4-hidroxicumarina (50, 160 o 500pM)
presentaron una distribucién de paxilina diferente a la de células control (etanol
0.75%) y a las de células tratadas cumarina (500pM). Se observd que de forma
dependiente a la concentracién de 4-hidroxicumarina, paxilina no se distribuyé hacia
las placas de adhesion focal si no que se relocalizé en la periferie del nicleo,

mientras que con cumarina 500pM no se presentd efecto alguno.

CUMARINA 500uM

[4 - HIDROXICUMARINA]

Flgura 2. La 4-hidroxicumaring impidié la distribucién de paxilina hacia las placas de adhesion focal,
E! tratamiento con cumarina (500pM) no tuvo efecto.
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Para analizar si el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la distribucién de
paxiina era exclusivo de células de melanoma murno B16, se realizé
inmunofiuorescencia sobre fibroblastos L929 (células no malignas) tratados con 4-
hidroxicumarina 500pM o etanol al 0.75%. En las microfotografias de a figura 3 se
puede ver que la 4-hidroxicumarina 500pM no tuvo efecto sobre la distribucion de

paxilina con respecto al control.

Figura 3. Efocto de la 4-hidroxicumerina sobre la distribucion de pexiina en fibroblastos L929. Las
microfotografias muestran que o tratamiento la 4-hidroxicumarina (500UM) por 24h, no modifictd la
distribucidn de paxillna con respecto al control (etanol 0.75%).



EXPRESION DE PAXILINA

Para dsterminar si el tratamientc con 4-hidroxicumarina diminuye la expresién
de paxilina se realiz6 un ELISA en célula. La gréfica de la figura 4-A muestra que Ia
expresibn de paxlina diminuy6é de forma dependiente a la concentracion de 4-
hidroxicumarina. En la concentracién 500uM se observa que la expresion de paxilina
disminuyé significativamente hasta un 50%. Para descartar la posibilidad de que el
efecto observado de 4-hidroxicumarina sobre la expresion de paxilina, se debiera a
la disminucion del nimero de células fratadas, se realizé una tincién con cristal
vicleta. En la figura 4-B se puede observar que el nimero de células consarvadas

durante el ELISA en célula no varfa de forma significativa.

A) B)
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00 P<0.05 E u l/{.\+\!
é 3 5100
+
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$ § 20
; ]
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[4-hidroxicumarina pM | [ 4-hidroxicumarina uM ]

Figura 4. Efecto de Iz 4-hidroxicumarnina sobre la expresion de paxifina en celuias de melanoma
munino B16. A) El tratamiento con 4-hidroxicumarina (50, 160 o 500uM) por 24h, disminuyé la
epresion de paxilina con respecto al control (etanol 0.75%). Sclo la concentracidn de 500uM
disminuyd la expresion de forma significativa (n=8) (P<0.05, Dunnett). B) La disminucion de la
expresion de paxilina no se debid a cambio en el nikmero de células.
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El westem blot de la figura 5 muestra que la disminucién de la expresion de
paxilina inducida por el tratamiento con 4-hidroxicumarina, principaimente se lieva a
cabo sobre la isoforma p. En el western blot se utilizé como control de carga B
tubulina., por lo tanto la figura 5 muestra que en los cuatro carviles se tiene la misma

cantidad de proteina total.

Paxilina
Paxilina o

B tubulina

Figura 5. Efecto de la 4-hidroxicumarina sobre la exprasion de pexiling en células de melanoma murnno
B16. El Westemn bic! anti- paxilina de lisados totales de céiulas B16 tratadas con la 4-hidroxicumanna
(50, 180 o 500uM) por 24h, se encontrd qua la expresin de !as dos isoformas de paxilina se
encuentran disminuidas con respecto al control. Como control de carga se utiizé B tubulina.

Para comprobar que el efecto de 4-hidroxicumarina es selectivo a céluias de
melanoma B16, se realizd un ELISA en célula con fibroblastos L929 tratados con
etanol 0.75% o 4-hidroxicumarina (50,160 o 500pM). La gréfica de la figura 6-A
indica que la expresion de paxilina no se modifico de forma significativa en los
diferentes tratamientos. A través de la tincion de cristal violeta se determin6 que el
namero de células se conservaron durante el ensayo (datos no mostrados). Por otro
lado con el western blot de la figura 6-B se pudo confirmar que la expresion de
paxilina en fibroblastos L929 no se modificd con el tratamiento de 4-hidroxicumarina

500pM, en donde como control de carga de proteina total se utilizé B tubulina.
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Figura 8. Efecto do 4hidroxicumaring sobre la expresion de paxiina en flbroblastos L929. A) B
tratamianto con 4-hidroxicumarina (60, 160 o 500uM) por 24h, no disminuyd de forma significativa la
expresion de paxitina con respecio al control (0.75% etanol). B) El western blot anti-paxilina muestra
que no se modificd la expresion de las dos isoformas de paxiina por el fratamiento con 4
hidroxicumarina 500uM.

ACTIVACION DE PAXILINA

Para evaluar el efecto de 4-hidroxicumarina sobre la activacion de paxilina en
células de melanoma murino B16, se inmunoprecipité paxilina con anti-paxilina
hecho en conejo, a partir de lisados totales de células tratadas con etancl al 0.075%

o 4-hidroxicumarina 500uM por 24h.

En la figura 7-A se muestra la inmunodeteccién del estado de activacién de
paxilina, a través de |a fosforilacion de residuos en tirosina con anti-py20. Se analizé
si el efecto sobre la activacion de paxilina se debid a la disminucion de la expresion

o al decremento de la activacién. En los camiles en donde se colocaron volimenes
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iguales y Ja mitad del inmunoprecipitado se observé una menor activacion de
paxilina.

Después de haber detectado el estado de activacion de paxilina, se
corroboré el efecto observado scbre la expresién en células tratadas con 4-

hidroxicumarina 500pM (Figura 7-B).

En el Westemn blot de la figura 7-A se observa que la fosforilacion de paxilina
de células tratadas con 4-hidroxicumarina 500uM es menor en las dos isoformas de

paxilina con respecto al control, a pesar de haber colocado Ia mitad del control.

IP: a-paxilina 1P; g-paxilina
W.B: a-PY

W. B: o—paxlina

Control S00pM  Control 500 M

Paxilina p

Paxilina a

uL [ (] w

20 il 10 20 20 20 10 20
A) B)

Figura 7. Efecto de la 4-hidroxicumarina sobra fa activecién da paxifna en células de melanoma murino
B8186. La 4-hidroxicumarina 500pM disminuyb la fosforilacién paxilina sobre residucs de tirosina (A) y su
expresion (B).
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V1.

Discusién.

En el proceso de invasion y metastasis las células requieren
transformaciones adicionales que alteren la adhesion y migracion. Una de las
transformaciones que impida la formacion de contactos célula-célula y modifica 1a
migracién, es la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Bemal, S., et a/ 1983),
Dada la importancia de los procesos adhesivos en la generacion de metdstasis, la
identificacion de afteraciones en la expresién y/o funcionalidad de moléculas que
regulan la adhesidn y migracién celular en neoplasias puede ser importante para el
prondstico y generacion de nuevas terapias (Rucslahti, E., and Giancotti, F., 1989).

Nuestros resultados muestran que la 4-hidroxicumarina inhibe la migracién
celular de forma dependiente a la concentracién. Este efecto correlaciona con la
desorganizacién del citoesqueleto de actina y con la disminucion de la adhesion,
reportado previamente (Velasco, V., el al 1999}, dado que tanto el rearreglo del
citoesqueleto de actina como la adhesidn estan involucrados en la regulacion de la
migracion celular (Alberts, B., ot a/ 1994). La 7-hidroxicumarina, el principal
metabolito de la cumarina en &l hombre, también afecta la motilidad de células
cancerosas; LG, Q., et al reportaron que la 7-hidroxicumarina inhibe la migracion de
células de adenocarcinoma mamario de rata (RBA) (L0, Q., 1996), en geles de
colagena. Al disminuir la capacidad de migracion, la 4-hidroxicumarina podria afectar
las siguientes etapas del proceso de metastasis: (i) intravasacion, (i) extravasacién,
y (i) migracién en el tejido conectivo.

En el proceso de migracién celular las integrinas reclutan una serie de
proteinas citoplasmaticas, para formar los complejos de adhesion focal y reorganizar

el citoesqueleto de actina (Clark, E., and Brugge, J., 1995; Burridge, K., and
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Chrzanowska, W., 1996). En la progresion del cAncer se ha observado que existen
cambios en la expresion yfo funcionalidad tanto de receptores de adhesién, como de
proteinas intracelulares que regulan la sefializacién mediada por integrinas (Velasco,
V., at al 1999). Paxilina es una protelna que interacciona, en los sitios de adhesion
focal, con receptores de adhesion como las integrinas, con proteinas como vinculina
y con el citoesqueleto de actina (Brown, M., and Tumer, C., 2004; Tumer, C., 2000).
En fibroblastos normales, se requiere de la redistribucién de paxilina, FAK y talina, y
de la reorganizacién del citoesqueleto de actina para una migracion eficiente (Sleg,
J., et al 1999). De manera similar, la distribucién de paxilina hacia los sitios de
adhesion foeal, como su fosforilacion en residucs de tirosina (31 y 118), regulan la
polimerizacion del citoesqueleto de actina y la motilidad en diferentes estirpes
celulares (Romanova, Y., ef al 2004; lwasaki, T., et al 2002; Nakamura, K., et a/
2001). Por lo tante, cambios en la activacién y expresion de paxilina estan
relacionados con cambios en la morfologia, la adhesién y la migracion celular
(Mazaki, Y., et al 1997, Tumar, C., 2000; Brown, M., and Turner, C., 2004).

En el caso de las células cancerosas, se ha descrito que el estado de
fosforilacion de paxilina es importante para la migracion y la formacidn de
metastasis. En células de tumor de la vejiga NBTIl se demostré que la fosforilacion
de paxilina en tirosinas y su distribucién a los complejos de adhesién focal, es
esencial tanto para |a adhesién celular como para la migracion (Petit, V., et al 2000).
El aumento en 1a fosforilacién de paxilina sobre residuos de tirosina incrementa el
proceso de metéstasis en cancer renal (Jenq, W., et af 1996) y en cédncer de
préstata (Tremblay, L., of al 1996).

Sin embargo, en células de céncer de pulmoén una disminucion de la

expresion del paxilina y en su estado de fosforilacién en residuos de tirosina se ha
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correlacionado con 1a generacién metastasis (Jackson, J., and Young, M., 2003;
Salgia, R., ot al 19989). También se ha descrito que en cancer de pecho (Sciballi, A.,
et al 2003) 1a disminucién de los niveles de paxilina y el aumento en los niveles de
p130CAS se asocia al proceso de metédstasis. Estas diferencias pueden deberse a
que dependiendo la estirpe y funcion de cada tipo de célula, las isoformas de
paxilina se expresan en distinta proporcién (Mazaki, Y., ef al 1997). Aunque en
tejidos nommales la expresién de la iscforma B es muy baja, durante el proceso de
transformacion las células pueden modificar su expresion y activacion (Mazaki, Y, at
al 1998). La isoforma f§ de paxilina al participar en la regulacion del proceso de
migracion (Mazaki, Y., of al 1998) se ve involucrada en el procesc de metastasis.

En células B16, 4-hidroxicumarina disminuye la expresion de las dos
isoformas de paxilina, aunque el efecto sobre la isoforma p es de mayor magnitud.
La disminucion en [a expresion y activacion de paxilina producida por la 4-
hidroxicumarina podria ser responsable de que estd no se disiribuya eficientemente
a los complejos de adhesién focal. Al generarse complejos de adhesién focal que no
tienen todos sus componentes activos, estos complejos no son funcionales y se
impide una adecuada adhesion y migracion.

El mecanismo por el cual la 4-hidroxicumarina disminuye la expresion de
paxilina y su fosforilacién se desconoce. Sin embargo, se sabe que la exposicion de
células cancercsas a cumarina o 7-hidroxicumarina provoca disminuciones en la
sintesis de RNA y proteinas (Marshall, M., et al 1984a). Por otro lado se ha
observado que el tratamiento in vitro con cumarina modifica la expresion genes, por
ejamplo en células de melanoma murine B16 disminuye la expresion de ICAM-1

(Molina, G., et al 1997), mientras que en células mononucleadas humanas
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incrementa la expresion de los antigenos DQ y DR del complejo principal de
histocompatibilidad (Marshall, M., et al/ 1991b). Dado que ofros compuestos
cumarinicos son inhibidores de cinasas, el mecanismo involucrado en los efectos de
la 4-hidroxicumarina podria incluir la inhibicion de cinasas. Dafnetina (6.7-
dihidroxicumarina) produce una inhibicién competitiva con el ATP del receptor a
EGF, PKC y PKA (Yang, B., 1999). La 7- hidroxicumarina inhibe la cinasa de
cadenas ligeras de micsina (MLCK), mientras el acido robustico, otro derivado de la
cumarina, es un inhibidor selective de PKA (Wang, H., 1999). Ain cuando 4-
hidroxicumarina no modifica significativamente la actividad de esas enzimas (Yang,
B, 1999; Wang, H., 1989), no debe descartarse la posibilidad de que pueda inhibir
otras cinasas, como FAK o Src, que son respongables de la fosforilacion de paxilina.
Otras posibles explicaciones son que la 4-hidroxicumarina altere la expresién de
algunas cinasas, 0 que modifique la actividad de fosfatasas. Actualmente no
tenemos evidencia que soporte ninguna de estas posibilidades, por lo que se
requieran estudios posteriores.

El mecanismo por el cual la 4-hidroxicumarina genera los efectos descritos
también podria involucrar cambios en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) vy, por lo tanto, en el estado redox de la célula. Las ERO son
moléculas que pueden regular vias de sefializacién y participar en procesos
fisiolégicos en el organismo {Chiarugi, P., 2003). En el melanoma los niveles EROS
como peroxido de hidrégeno (H,O,) y el anion superéxido (O7), se elevan por
diversos mecanismos (Sander, C., et al 2003), entre los que se incluye la
disminucién del potencial antioxidante (Meyskens, L., of a/ 2001). Se ha observado
que el aumento de ERO promueve la invasién (Miura, Y., ef a/ 2003; Nagao, N., et a/

2000; Richard, D., et al 2002) y la metastasis in vivo (Brown, S., AND Bicknell, R,
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2001; Kundu, N., ef af 1995). En un estudio in vitro con células de melanoma se
observo que ERO promueve la migracién celular y que dicho efecto puede inhibirse
con el antioxidantes (Cheng, C., ef a/ 2004). La 4-hidroxicumarina disminuye los
niveles de H,O; en células B16 (Aguirre, A., 2004); esto puede deberse a que la 4-
hidroxicumarina, al igual que otros compuestos relacionados como 3-hidroxicumarina
o esculetina, presenta propiedades antioxidantes (Bailly, F., ef al 2004).

El hecho de que la 4-hidroxicumarina no altere la localizacion ni la expresion
de paxilina en fibroblastos 1929, sugiere que les efectos de este compuesto
pudieran ser selectivos sobre células cancerosas. Esto favoreceria el eventual uso
de la 4-hidroxicumarina como terapia adyuvante para el cancer. Actualmente las
terapias antineoplasicas se enfocan en matar células tumorales y muchos de los
tratamientos tienen efectos adversos sobre células normales, por lo que es
importante encontrar tratamientos con menores efectos no deseados como el Taxol,

y el Cisplatino.
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WVii. Conclusiones.

w» El tratamiento con la 4-hidroxicumarina disminuye la migracion de
células de melanoma murine B16, de forma dependiente a la

concentracion.

# La 4-hidroxicumarina (500uM) impide la redistribucién de paxilina
hacia las placas de adhesién focal en células B16, pero no en celulas
no malignas como los fibroblastos L929. El tratamiento con cumarina

(500uM)} no presenta efecto.

a La expresion y la activacién de paxilina disminuye con el tratamiento

de 4-hidroxicumarina 500uM.

@ E! efecto de 4-hidroxicumarina sobre paxilina, explica parcialmente el
mecanismo por el que este compuesto desorganiza el citoesqueleto

de actina y disminuye |a migracién celular.
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Apéndice.

s Medio RPMI 1640

En un vaso de precipitado colocar 800mL de agua desionizada, agregar 2.0g
de NaHCO; y agitar. Posteriormente agregar un sobre de medio RPMI 1640
(Contenido en mg/L: 400 KCI, 48.84 MgSQ,, 6000 NaCl, 800 Na,HPO,, 2000
Glucosa, 1 Glutation, 5 Rojo de fenol, 200 L-arginina, 50 L-aspargina, 20 L-acido
aspartatico, 85 L-cistina, 20 L-acido glutamico, 300 L-glutamina, 10 L-glicina, 15 L-
higtidina, 20 L-hidroxiprolina, 50 L-isoleucina, 50 L-leucina, 40 L-isina, 15 L-
metionina, 15 L-fenilalanina, 20 L-prolina, 30 L-serina, 20 L-trecnina, 5 L-tripotofano,
29 L-tirosina, 20 L-valina, 0.2 Biotina, 1 acido félico, 35 Incsitol, 1 niacinamida, 1
acido para-aminobenzoico, 0.005 Vitamina By, 0.2 Rivoflavina y 1 tiamina), agitar

hasta disolver y ajustar pH (7.4). Aforar en un matraz aforado y esterilizar a través de
fittracién.

s PBS 10X

En un vaso de precipitado disolver 21.29g de Na,HPQ, anhidro y 87.60g de
NaC! con 800mL de agua desionizada. Por separado en un vaso de precipitado
disotver 2.07g de NaHPO, anhidro y 8.76g de NaCl con 100mL de agua desionizada.
Finalmente mezclar las dos soluciones, ajustar el pH (7.4) y llevar a un volumen final

de 1100mL.
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s TBS 1X

En un vaso de precipitado disolver 89 de NaCl, 0.2g KCI y 3g de Tris-base con

800mL de agua desionizada. Ajustar el pH (7.4) y llevar a un volumen final de 1000mL

s Buffer de Carbonatos.

Para preparar 200mt. de buffer de carbonatos mezclar 586mg de

NaHCO,, 3.18mg de Na,CO0, y 4mg de azida de sodio, y ajustar el pH (9.6).




