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1. INTRODUCCION

1.7 CANCER

1.1.1 ORIGEN DEL CANCER

El cancer es una enfermedad de origen multifactorial que se caracteriza por
una proliferacion celular anormal excesiva. Una célula normal que ha sufrido
una mutacion puede originar el desarrollo de un tumor. Las mutaciones pueden
ser producidas por distintos agentes: bioldgicos, quimicos o fisicos,

proporcionandole a la célula pérdida o ganancia de funciones.

1.1.2 CARCINOGENESIS

La carcinogénesis (Fig. 1) es el proceso por el cual una célula, a través de
cambios genéticos y epigenéticos, se convierte en una célula maligna con
capacidad de invadir y generar metastasis. La carcinogénesis se divide en
cuatro etapas: iniciacion del tumor, promocion, conversion maligna y progresion
del tumor (Balmain and Harris, 2007). La iniciacidn y promocion fueron
reconocidas y distinguidas a través de estudios con virus y carcinégenos
quimicos realizados en roedores. El estudio en humanos es mas complejo, ya

que influyen otros factores como el estilo de vida y ocupacion del individuo, asi



como la edad, el género y los antecedentes familiares (Weston and Harris,

2003).

1.1.2. 1 Iniciacion del tumor

Un carcinédgeno quimico causa un error genético al modificar la estructura
molecular del DNA (Fig. 1) por formacidon de aductos entre los grupos
funcionales del carcindgeno y los del DNA, lo que deriva en una mutacion tras
la sintesis del DNA. La formacién de aductos en el DNA es un requisito pero no
es suficiente para la iniciacion del tumor. Recientemente, estudios moleculares
en tejidos preneoplasicos de pulmén y de coléon de origen humano han
reportado cambios epigenéticos (metilacion del DNA en las regiones
promotoras de genes supresores de tumor) como evento muy temprano y

contundente en la iniciacién del tumor (Weston and Harris, 2003).
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis.

1.1.2.2 Promocion del tumor

En la promocién del tumor se lleva a cabo la expansion clonal de la célula
iniciada, produciendo una poblacion de células capaces de transformarse a
células malignas (Fig. 1). Las sustancias promotoras de la expansion clonal no

son mutagénicas, ni carcinogénicas y median su efecto biolégico sin actividad

metabdlica (Weston and Harris, 2003).

1.1.2.3 Conversion maligna



La transformacion de las células iniciadas hacia la expresion de un fenotipo
maligno (Fig. 1) se denomina conversion maligna. Este proceso requiere de
incrementar los cambios genéticos mediante la activacion de oncogenes y la

inactivacion de genes supresores de tumor (Loeb and Cheng, 1990).

1.1.2.4 Oncogenes y genes supresores de tumor

Los proto-oncogenes son genes que codifican proteinas que participan en la
divisidon y diferenciacién celular (Pierotti et al., 2003). Los oncogenes son genes
mutados a partir de proto-oncogenes. Un oncogen le proporciona a la célula
ganancia de funcion, permitiéndole proliferar de manera descontrolada. Los
proto-oncogenes pueden ser genes que codifiquen para: a) Factores de
crecimiento como son: el factor de crecimiento epidérmico, el factor de
crecimiento transformante beta, el factor de crecimiento derivado de plaquetas,
etc. b) Receptores para los factores de crecimiento indicados anteriormente. c)
Transductores de sefales como la proteina Ras, que se activa en respuesta a
una sefal mitdtica y que puede activar a otras proteinas para promover la
divisién celular y d) Proteinas que regulan la apoptosis, como la proteina Bcl-2
que muestra actividad anti-apoptotica (Lewin, 2004).

En cambio, los genes supresores de tumor codifican proteinas que inhiben la
divisidon celular y al mutarse generan pérdida de funcién (Park and Volgestein,
2003). Entre ellos se encuentran: a) Genes que controlan la division celular,

como es el caso de RB (retinoblastoma), b) Genes involucrados en la



reparacion de DNA, como son BRCA1 y BCRA2 y c) Genes que participan en
la apoptosis, como P53. Se han propuesto varias hipotesis para explicar la
disfuncionalidad de estos genes, como son: a) pérdida de heterocigocidad (del
inglés LOH), en la cual la mutacién del alelo de un gen es suficiente para iniciar
la transformacion maligna, b) la hipotesis del doble golpe propuesta por
Knudson (Knudson, 1996) que explica la predisposicion a padecer cancer y que
plantea la mutacién de un alelo en etapa germinal y una mutacién somatica en
el segundo alelo durante la vida del individuo, lo que daria como resultado la
iniciacion/progresion de un tumor y c) la haplo-insuficiencia, término empleado
cuando el producto de un gen es la mitad del nivel normal, ésto puede deberse
a varios factores, el mas comun es el que una de las dos copias de un gen
sufra una delecion, lo que lleva a que los niveles del producto del gen supresor
de tumor son insuficientes para inhibir la actividad de las proteinas involucradas

en la estimulacion de la divisidon celular (Macleod, 2000).

1.1.2.5 Progresion del tumor

Como resultado de las alteraciones antes indicadas, algunas células llevan a

cabo la expresion del fenotipo maligno y la tendencia a invadir los tejidos



adyacentes (Weston and Harris, 2003). Estas células transformadas alteran el
patron de expresidon de las moléculas de adhesion, lo que favorece su
separacion de las células vecinas y su migracion hacia la membrana basal.
Ademas, cuando las células tumorales sintetizan enzimas proteoliticas, pueden
degradar la membrana basal y “atravesar” las células endoteliales, llegando asi
al sistema vascular o linfatico por donde viajan y pueden llegar a establecerse
en otros organos, desarrollando tumores secundarios; evento que se conoce

como metastasis.

1.1.3 CANCER DE PULMON

El cancer de pulmédn es la forma mas comun de cancer en el mundo, tan solo
en el ano 2000 se considera que surgieron 1.2 millones de nuevos casos
(Minna et al., 2002). El tabaquismo es la principal causa del cancer pulmonar,
incrementando en los fumadores el riesgo de esta enfermedad en un 80-90%.

Se ha establecido que la principal causa del cancer de pulmon es la inhalacién
de las sustancias quimicas carcinogénicas que se encuentran en los productos
de la combustion del humo vy el alquitran del cigarrillo (Proctor, 2001). EI humo
del cigarro contiene una mezcla quimica de miles de sustancias de las que mas
de 40 pueden danar al DNA. De éstas, las mas tdxicas son el benzo(a)pireno y
las nitrosaminas. Pequehas dosis de nitrosaminas administradas por via
subcutanea, oral o tdpica, causan la aparicion predominante de tumores

pulmonares en animales de experimentacion (Borczuk and Powell, 2007).



Los fumadores no son los unicos que incrementan el riesgo a desarrollar
cancer de pulmén, también los fumadores pasivos incrementan en un 30% el
riesgo de tener esta enfermedad, comparado con las personas que viven en
areas libres del humo de tabaco (Minna et al., 2002). El cancer de pulmén
también se ha asociado con agentes carcinogénicos ocupacionales vy
ambientales, como son la exposicion a asbesto, arsénico, berilio, a los éteres

clorometilados, los hidrocarburos aromaticos y al radon.

El cancer de pulmén se divide histolégicamente en dos tipos principales
(Panani and Roussos, 2006): el carcinoma pulmonar de células pequeinas
(SCLC, por sus siglas en inglés) el cual tiene un origen neuroendocrino y el
carcinoma pulmonar de células no pequenas (NSCLC por sus siglas en inglés).
Este ultimo grupo se divide a su vez en: carcinoma epidermoide, el carcinoma
de células grandes y el adenocarcinoma que es la forma mas comun de cancer

pulmonar en el mundo.

El mejor prondstico para un paciente con cancer pulmonar depende del
diagndstico del tumor en un estadio temprano de su evolucién, lo que permite
su reseccidon quirurgica y el uso de distintos tipos de terapia, lo que a su vez
incrementa en un 50% la sobrevida del paciente a cinco anos.

Desafortunadamente, los sintomas generados por el carcinoma pulmonar



localizado son generalmente inespecificos, o que no permite su diagndstico
temprano; en contraste, el cuadro clinico (tos, pérdida de peso, dolor toraxico y
disnea) se presenta frecuentemente en los estadios avanzados de la
enfermedad, donde ya no es posible realizar reseccidon quirurgica y el uso de

terapia sistémica es paliativa (Martin-Ruiz et al., 2004).

Por lo anterior, el cancer de pulmdén es un importante problema de salud
publica a nivel mundial que cada vez se presenta en personas mas jovenes.

Ademas de que la mayoria de los pacientes son detectados en etapas
avanzadas donde las distintas formas de tratamiento sélo proporcionan al

paciente una expectativa menor a un afno de sobrevida.

1.1.4 CARACTERISTICAS DEL CANCER

Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000) han propuesto que una
célula tumoral presenta seis caracteristicas principales, indicadas en la Fig. 2,
que son: 1) Autosuficiencia para las senales de crecimiento (inciso 1), las
células normales requieren sefales mitogénicas para poder proliferar, estas
sefales provienen del microambiente que los rodea. En el caso de las células
tumorales, ellas generan sus propias senales mitogénicas, mutando genes
como PTEN (gen supresor de tumor) que regula el ciclo celular o como P74
(inhibidor del ciclo celular) por lo que ya no pueden llevar acabo su funcion; lo

anterior permite a las células ganar independencia en su propia proliferacion. 2)



Insensibilidad a las senales que regulan el crecimiento (inciso 2). En un tejido
normal, las sefales antiproliferativas generadas por el microambiente impiden a
las células proliferar de manera autdbnoma. En un cancer inicial, estas senales
pueden ser evadidas por las células tumorales, mutaciones generalmente en
Rb mantienen a esta proteina fosforilada permitiéndole a la célula transformada
avanzar a la fase G1 del ciclo celular y proliferar; otras moléculas que
permanecen activadas constantemente son la RARB2 que pertenece a la
familia de receptores de acido retinoico y P16 que participa en el ciclo celular.
3) Evasion de la apoptosis (inciso 3), la resistencia a la apoptosis puede ser
adquirida por las células tumorales a través de varias estrategias, una de ellas
es la mutacién del regulador proapoptético P53, el cual es un censor de dafo al
DNA y si se encuentra mutado no puede iniciar la apoptosis; también se ha
encontrado nula actividad de Apaf-1 que es un componente del apoptosoma y
al estar ausente inhibe la apoptosis. 4) Potencial replicativo ilimitado (inciso 4),
independientemente de la autonomia que tenga una célula para proliferar tiene
un limite para hacerlo, pero las células tumorales han podido llegar a la
inmortalizacidn, es decir a dividirse infinitamente. En muchos casos, ésto se
debe a la presencia de la enzima telomerasa, la cual esta presente en el 85 a
90% de todos los tumores, proporcionandole a la célula un potencial replicativo
ilimitado. También la presencia constante de ciclina D2 permite que la célula
tenga un potencial replicativo ilimitado. 5) Angiogénesis sostenida (inciso 5), el

nuevo tumor necesita oxigeno y nutrientes para poder desarrollarse, por lo que



secreta factores solubles como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y factor de crecimiento para fibroblastos (FGF1 y FGF2). También
secreta proteasas para degradar moléculas anti-angiogénicas como la
plasmina que degrada a la angiostastina; lo anterior para desarrollar una nueva

vascularizacion que permita el crecimiento del tumor.

CARACTERISTICAS DEL CANCER
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Figura 2. Caracteristicas del cancer

1.1.4.1 Invasion y melastasis (inciso 6)

Los procesos de invasion y de metastasis son muy complejos y permiten al
tumor primario invadir el tejido aledano (invasidén) asi como érganos a distancia

(metastasis), lo que causa finalmente la muerte de los pacientes con cancer
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(Hanahan and Weinberg, 2000). Las moléculas de adhesion juegan un papel

primordial en la invasion y la metastasis de los tumores.

1.2 MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesion son glicoproteinas transmembranales que llevan a
cabo uniones en la superficie celular y determinan la especificidad de
reconocimiento entre célula-célula (Fig. 3) (CAM’s) y célula-matriz extracelular
(SAM’s) (Siu, 1996b). Estas interacciones regulan procesos relacionados con la
forma y polaridad de la célula lo que determina la arquitectura del tejido, asi
mismo activan la motilidad celular y pueden inducir la expresion de factores de
crecimiento y de proliferacion celular.

Las moléculas de adhesion de superficie celular se agrupan de acuerdo a su

similitud estructural en cuatro familias:

1.2.1 Integrinas

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas transmembranales que
median uniones célula-célula (CAM’s) y célula-matriz extracelular (SAM’s)
(Brodt and Dedhear, 1996). Las integrinas estan formadas por una unidad a y
una unidad B. Existen por lo menos 15 cadenas o y 8 cadenas B las cuales
pueden interaccionar en una amplia gama de combinaciones. Generalmente se
clasifican de acuerdo a su cadena (3, pero se prefiere dar una clasificacion de

acuerdo a su funcion. Las subunidades 3 de todas las integrinas son muy

11



similares entre ellas ya que comparten una secuencia de aminoacidos
homdloga con caracteristicas estructurales especificas bien conservadas en
una amplia variedad de especies. Las integrinas juegan un papel importante
durante la adhesién-migracion, la cual se ha observado principalmente en la

extravasacion de leucocitos.

1.2.2 Selectinas

Son glicoproteinas transmembranales compuestas por tres dominios
extracelulares (Mayadas, 1996). La familia de las selectinas esta constituida
por tres moléculas relacionadas, la P-selectina que se localiza en las plaquetas,
la L-selectina, que se localiza en los leucocitos y la E-selectina se localiza en
las células endoteliales. Las selectinas median las interacciones heterotipicas
entre células sanguineas y células endoteliales, en el proceso de anclaje y
adhesion del leucocito, lo que le permite al leucocito “rodar” a través del

endotelio vascular en direccion del flujo sanguineo.

1.2.3 Superfamilia de las inmunoglobulinas

Los miembros que integran esta familia de moléculas poseen en comun una
estructura homdloga a las inmunoglobulinas, que consiste de 70 a 110
aminoacidos organizados en dos cadenas paralelas B-plegadas y estabilizadas
por puentes disulfuro (Siu, 1996a). Entre ellos se encuentran las moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad (MHC), el receptor de la célula T, el

12



receptor para el factor de crecimiento de plaquetas, etc; asi como otras

moléculas importantes de adhesion celular como: la molécula de adhesion

celular neuronal (NCAM), la molécula de adhesion celular vascular (VCAM), las

moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3), etc.

1.2.4 Cadherinas

Las cadherinas participan en dos distintos tipos de uniones célula-célula (Fig.

3), se encuentran formando parte las de uniones adherentes y de los

desmosomas.

CELULA

f Il
T NE 3K

CATENINAS
UNIONES

UNION

DESMQOS

FILAMENTOS DE

CATENINAS

ADHERENTES

I.CO NEXINA

ES GAP

MA

ACTINA

FILAMENTOS INTERMEDIOS

EPITELIAL

Figura 3. Uniones célula-célula.

CELULA
EPITELIAL

Las cadherinas son proteinas glicosiladas y evolutivamente bien conservadas.

Dentro de la familia de las cadherinas se encuentran las cadherinas clasicas
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que son tejido especificas, asi la E-cadherina se localiza en epitelio, la N-

cadherina en sistema nervioso, la P-cadherina en placenta.

La E-cadherina se localiza en la region basolateral de las células epiteliales
(uniones adherentes) y es de gran importancia en el desarrollo del tejido en
etapas tempranas del desarrollo embrionario (Rowlands et al., 2000) ya que

mantiene el contacto célula-célula y la estructura tridimensional del tejido.

La E-cadherina (Fig. 4), miembro de las cadherinas clasicas, consta de cinco
dominios extracelulares, un dominio transmembranal y dos dominios
citoplasmicos altamente conservados que asocian proteinas intracelulares
conocidas como cateninas. Las cadherinas promueven la adhesion célula-
célula de forma homofilica; es decir, la E-cadherina se une selectivamente a
otra E-cadherina formando una estructura de zipper entre las células. Los
dominios extracelulares estan altamente conservados y unen calcio. El calcio
confiere a la proteina un cambio conformacional que la inmoviliza (Fig. 4)
(Beavon, 2000;Steinberg and McNutt, 1999). La E-cadherina, a través de los
dominios citoplasmicos se une con otras moléculas intracelulares conocidas
como cateninas (cadena) que son indispensables para que se lleve a cabo la
adhesion celular. La pB-catenina se une directamente al dominio citoplasmico de
la E-cadherina y a la vez se une a la a-catenina, la que se une a los filamentos

de actina y en conjunto forman el complejo de adhesion (Beavon, 2000).

14



En el humano, muchos canceres tienen origen en el tejido epitelial. Se ha
observado que la E-cadherina pierde su expresion a medida que progresa la
malignidad del tumor (Hirohashi and Kanai, 2003). Basados en datos
descriptivos y funcionales, se ha propuesto que la pérdida de E-cadherina es
un prerrequisito para que las células tumorales invadan y lleven a cabo la
metastasis. Se ha demostrado que el reestablecimiento del complejo de
adhesion E-cadherina-cateninas resulta en una regresiéon del fenotipo maligno
(mesenquimatoso invasivo) a un fenotipo epitelial benigno. Se ha llegado a la
conclusion de que la pérdida de E-cadherina es uno de los pasos iniciales en la
progresion del adenoma a carcinoma y subsecuente formacion de metastasis.
Por lo anterior, se ha considerado al gen de la E-cadherina como un gen
supresor de tumor. Se ha demostrado que la reducida o nula expresion de E-
cadherina en los tumores puede deberse a: hipermetilacion, rearreglos en la
estructura de la cromatina o pérdida del factor de transcripcion para el gen de
E-cadherina. Estos eventos coinciden con la supresion en la actividad del
promotor del gen de la E-cadherina en los tumores. En general, el promotor del
gen para E-cadherina (CDH7) se encuentra hipermetilado en el 83% de los
tumores (Christofori and Semb, 1999). Otra causa de la baja expresion de E-
cadherina son mutaciones (deleciones o inserciones) que se presentan en el
gen y que alteran el marco de lectura del gen, produciendo una proteina

truncada (Kremer et al., 2003).
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Figura 4. Estructura de E-cadherina. CITO: citoplasma, TM: transmembranal, B-cat: sitio de

unién a p-catenina.

En otro aspecto, se ha reportado una degradacion de E-cadherina por
metaloproteasas de matriz extracelular, ya que algunas lineas tumorales
liberan fragmentos solubles de E-cadherina.

Receptores con actividad de tirosin cinasas tales como el receptor de
crecimiento epidermal (EGFR), el receptor de crecimiento de hepatocitos
(HGFR) y el receptor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), que generalmente
se encuentran activos en los tumores, provocan que el complejo de adhesion
E-cadherina-cateninas se desensamble ya que inducen la fosforilacion de

tirosinas en la E-cadherina y en la B-catenina (Thomson et al., 2005).

1.2.4.1 Complejo de adhesidn

Como se indico anteriormente, este complejo esta formado por E-cadherina, p-
catenina y a-catenina, es calcio dependiente y se asocia con los filamentos de

actina.
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1.2.4.2 La a-catenina

La a-catenina (Fig. 5) es una proteina de 102 kDa que esta unida por su
extremo carboxilo terminal a la B-catenina y por su region amino terminal a los
filamentos de actina. Se ha observado que las células que no expresan a-
catenina no forman uniones adherentes estables (Provost and Rimm, 1999).

La a-catenina puede formar interacciones binarias con distintas proteinas,
incluida la vinculina, la a-actinina, la spectrina, ZO-1, la afadina, etc. Estas
interacciones se han demostrado mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion
o0 empleando proteinas recombinantes.

Estudios realizados con a-catenina, E-cadherina o B-catenina quiméricas han
demostrado que existe una unién excluyente de a-catenina con B-catenina y a-
catenina con actina, por lo que recientemente se ha considerado que la unién
del complejo de adhesion E-cadherina-cateninas con actina pudiera ser
mediado por alguna de las proteinas antes mencionadas como son: la
vinculina, la a-actinina, la spectrina, ZO-1, la afadina, etc. (Weis and Nelson,

2006).
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Figura 5: Estructura de a-catenina. p-catenina: sitio de unién a p-catenina, Adhesién: dominio

regulador de adhesion, Vinculina y Actina: sitios por donde se une al citoesqueleto.

1.3 LA B-CATENINA

La proteina B-catenina juega un papel dual en las células, actia como molécula
de adhesién entre las células epiteliales y, en el nucleo actua como un factor
transcripcional. La p-catenina fue descubierta como parte del complejo de
adhesion al co-precipitar con E-cadherina.

La B-catenina es una proteina de 97 kDa y su estructura primaria consta de 130
aminoacidos en la region amino terminal, con 12 repeticiones de 42
aminoacidos en la region central que se conocen como repeticiones arm
(Armadillo), y que comparte con otras proteinas como la p120 y la
adenomatous polyposis coli (APC); ademas tiene 100 aminoacidos en la region
carboxilo terminal. La B-catenina tiene una estructura tridimensional parecida a
una campana, donde el extremo amino y el carboxilo se encuentran muy
cercanos. Diversas proteinas, con funciones mutuamente excluyentes, se unen

a la region armadillo (Fig. 6).
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Figura 6: Estructura de B-catenina. Ser/Thr: sitio de fosforilacion para ubiquitinizacion, a-
catenina: sitio de unién a a-catenina, APC: sitio de unién a APC, Tcf/LEF: sitio de unién a los
factores de transcripcion de la familia TcF/LEF, E-cadherina: sitio por el cual se une a E-
cadherina y transactivacion: sitio de unién al DNA.

La funcion del complejo E-cadherina-cateninas es regulada por la fosforilacion
de la B-catenina. La pB-catenina al fosforilarse en tirosinas por la cinasa Fer, se
disocia de a-catenina; pero si es fosforilada por Src o por el EGFR, entonces se
disocia de E-cadherina. Se ha demostrado que la B-catenina disociada del
complejo de adhesion, es ubiquitinizada y degradada por el proteasoma (Fig.
7). Estos eventos ocurren de manera posterior a la participacion de un
complejo proteico formado por axina, el producto del gen APC y la serin-treonin

cinasa GSK-3p.
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Figura 7. Formacién del complejo proteico propuesto para la fosforilacién y ubiquitinaciéon de p-

catenina.

1.3.1 El complejo Axina, APC y GSK-3f

En la formacion de este complejo, axina actua como proteina acarreadora; es
decir, recluta tanto a APC como a GSK-3p promoviendo la fosforilacion de j-
catenina en serinas y treoninas, tras lo cual se ubiquitina y es degradada por el

proteasoma (figura 7).

1.3.2APC

La proteina adenomatous polyposis coli (APC) es una proteina de 350 kDa y
contiene diversos dominios por los que interacciona con muchas otras
proteinas. Las mutaciones germinales en el gen para APC son responsables de
la poliposis adenomatosa, enfermedad que si no es tratada a tiempo deriva en

cancer de colén. Por lo que en cancer de coloén, la proteina APC se encuentra
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mutada en el 80% de los casos. Las mutaciones en el gen para APC dan como
resultado una proteina truncada que no puede llevar a cabo su funcion
(Fearbhead et al., 2001). Se ha encontrado que APC participa en la
organizacion de los cinetocoros durante la mitosis, ademas se le ha localizado
formando parte del citoesqueleto nuclear y de los microtubulos, aunque se
desconoce su participacion en estos sitios (Mimori-Kiyosue and Tsikita, 2001).
La funcién mas estudiada de APC es la regulacion negativa de la B-catenina.
La APC pierde su region central al mutarse el gen. Al no contar APC con esta
region, la B-catenina no se une a ella, favoreciendo la permanencia de [-
catenina en el citoplasma para su posterior translocacion al nucleo de las

células.

1.3.3 Axina

La axina es una proteina importante en la formacion del “axis” en Xenopus, es
un regulador negativo ya que al estar mutado el gen, el embridn de Xenopus
muestra duplicacién de este érgano. La axina al igual que APC, es una proteina
reguladora de B-catenina; la axina recluta a las proteinas del complejo de
degradacion, ademas de servir como plataforma para la unién de estas
proteinas, facilitando que la GSK-3p fosforile a la B-catenina en serinas y

treoninas (Luo and Lin S., 2004).
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1.3.4 GSK-38

La cinasa glicogeno sintetasa 3p (GSK-3p) es una serina-treonina cinasa que
participa en varias vias de sefializacién mediadas por la insulina, el EGF y Wnt
(Dajani et al., 2003;Diel et al., 1998). Esta cinasa participa en la fosforilacion de
ciclina D para su ubiquitinacion y degradacién por el proteasoma. En el caso de
B-catenina, la GSK-3B hiperfosforila a la p-catenina para que sea
ubiquitinizada. Una vez formado el complejo Axina-APC/GSK-3p/p-
catenina/CKI, la casein cinasa | (CKIl), que también es una serina-treonina
cinasa (Gao et al., 2002), inicia la fosforilacion de B-catenina en Ser45 para
que, posteriormente, la GSK-3p actué directamente en -catenina fosforilandola
en Ser29, Ser33, Ser37 y Thr41. La fosforilacién de p-catenina es esencial para
que sea ubiquitinizada y degradada por el proteasoma a través de la B-TrCP
ubiquitin ligasa (Aberle et al., 1997).

La ubiquitina es una proteina altamente conservada de 8 kDa que se une
covalentemente a residuos de lisina (Haglund and Dikic, 2005). En general, la
degradacion de proteinas por la maquinaria del proteasoma involucra tres
componentes principales: enzimas activadoras de ubiquitina (E1), enzimas
conjugadoras de ubiquitina (E2) y ubiquitin ligasas (E3) (Shackelford and
Pagano, 2004). La subunidad 19S del proteasoma reconoce a la B-catenina
ubiquitinizada, la desubiquitiniza, e inmediatamente la pasa a la subunidad 20S
donde es cortada en pequenos péptidos; todas estas reacciones son

dependientes de ATP (Haglund and Dikic, 2005).

22



La B-catenina ademas de participar en la adhesion celular también, participa en
la via de senalizacion de Wnt. Se han realizado estudios dirigidos a relacionar
la perdida de E-cadherina con la activacién de la via Wnt. Se ha demostrado
que la funcion de adhesion de la B-catenina y su funcién en la activaciéon de la
transcripcion son eventos mutuamente excluyentes. Cuando se desensambla el
complejo de adhesién, muchas veces se pierde también p-catenina, pero al
parecer existen diferentes “pools” de B-catenina para las diferentes funciones
que realiza en las células (Cavallaro and Christofori, 2004;Christofori and

Semb, 1999).

1.3.5 La via Wnt.

En 1982, Nusse y Varmus identificaron en el raton al gen wnt1 que
originalmente se llamaba Int-1 (sitio de integracion del virus del tumor
mamario). Cuando el gen se secuencid, se encontré que sintetizaba una
proteina de secrecion rica en cisteinas. Posteriormente se observd que era
homologo al gen de wingless (wg) de Drosophila, el cual controla el desarrollo
larval de la mosca. Mas adelante se demostré en Drosophila que wnt-1
activaba una cascada de sefalizacion importante, en la que armadillo (B-
catenina en mamiferos) participaba de manera importante. De manera
independiente a estos estudios, se descubrié que APC era la responsable de la

adenomatosis familiar (FAP) que es un cancer heredado y que en esta
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enfermedad APC interaccionaba con B-catenina, por lo que se asocio a la via
Whnt con el desarrollo del cancer humano.

Los genes Wnt codifican para una gran familia de glicoproteinas que son
secretadas por las células. Estas glicoproteinas estan altamente conservadas,
contienen residuos de cisteinas y participan en la adhesion, motilidad, polaridad
y diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario (van Es et al., 2003).
En humanos se han identificado 19 genes para estas proteinas, en Drosophila
7y en C. elegans 5. Las proteinas Wnt han sido recientemente caracterizadas
ya que contienen palmitato (acido graso de 16 carbones) unido a los residuos
de cisteina, haciendo a estas proteinas mas hidrofébicas (Nusse, 2005). Los
receptores para estas proteinas llamados Frizzled (Fz) son moléculas que
atraviesan siete veces la membrana, tienen un dominio extracelular amino
terminal que se denomina CRD, el cual contiene cisteinas a las que se une la
proteina Wnt, y por su regién citoplasmica interacciona directamente con la
molécula dishevelled (Dsh). Se requiere de un co-receptor llamado LRP que es
una proteina transmembranal, miembro de la familia de receptores para

lipoproteinas de baja densidad (Fig. 8).
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Figura 8. Activacion de la via Wnt.

El ligando wnt favorece la formaciéon del complejo LRP-Fz asi como de la
interaccion a nivel citoplasmico de axina-Dsh. Esta interaccién es un evento
temprano y decisivo para la transduccion de senales intracelulares (Fig. 8)
(Jones and Jomary, 2002). Lo anterior impide que la axina participe en la
degradacion de B-catenina.

Cuando se lleva acabo la interaccion de Wnt con Fz y LRP se pueden activar
tres distintas vias: la via Wnt/Ca?*, la via de la polaridad planar celular (PCP) y

la llamada via canonica Wnt/p-catenina.

1.3.6 La via Wnt/Ca?*

La via Wnt/Ca2+ activa a la fosfolipasa C, con lo que se elevan los niveles de
Caz* intracelular y se activa la protein cinasa C y la protein cinasa calmodulina

Caz* dependiente tipo Il. Los elevados niveles de Ca?* activan a la calcineurina

25



fosfatasa que desfosforila al factor de transcripcion NF/AT, el cual se acumula
en el nucleo, activando genes para el desarrollo embrionario en Xenopus. Esta

via no se ha identificado en seres humanos (Saneyoshi et al., 2002).

1.3.7 La via PCP

La polaridad celular es un evento importante en la estructura de ciertas células
como las epiteliales y las neuronales. En mamiferos, este suceso se ha
estudiado en las células productoras de cabello. Al parecer, la via PCP es muy
parecida en mamiferos y en Drosophila donde fue inicialmente reportada. En
esta via participan Wnt y Fz, pero se activan GTPasas como son RhoA y Rac,
las cuales activan a la cinasa Jun amino terminal-C (JNK). Los genes que se
activan en esta via no han sido aun caracterizados, pero se cree que podrian
ser moléculas de adhesion como cadherinas no tipicas (Fanto and McNeill,
2004) y moléculas que modifican la organizacion del citoesqueleto (Korswagen,

2002).

1.3.8 La Via Clasica Wnt.

La via de sefalizacion Wnt mas estudiada, tanto en invertebrados como en
mamiferos es la via de B-catenina o la via clasica. Como ya se menciond y se
aprecia en la Fig. 8, cuando se activa la via Wnt, axina queda secuestrada por

los receptores LRP y Fz impidiendo que interaccione y reclute a las otras
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proteinas del complejo de degradacién como son APC, GSK-3p3, CKI. Al no
formarse este complejo, la B-catenina no es fosforilada, por lo que no puede ser
degradada por el proteasoma, acumulandose en el citoplasma y entrando a
nucleo. Se han descrito varios mecanismos para la entrada de B-catenina al
nucleo, uno de ellos es mediado por los sitios de localizacion nuclear ubicados
en el dominio arm de la B-catenina. Otra propuesta es que la -catenina entra
al nucleo unida con Tcf; sin embargo, se ha localizado a la B-catenina en el
nucleo en ausencia de Tcf. También se ha propuesto que la pB-catenina por su
estructura molecular esta relacionada con moléculas tipo
importinas/karyoferinas e interacciona directamente con los poros nucleares
(Staedeli et al., 2006). La B-catenina también puede ser transportada de
regreso al citoplasma por las moléculas Axina o APC ya que poseen una seial
de exportacidn nuclear en sus estructuras moleculares (Rosin-Arbesfeld et al.,
2000). Se ha demostrado que la B-catenina nuclear se une a la familia de
factores de transcripcion de la célula T (Tcf) y factor “enhancer” linfoide (Lef). El
sitio de union de Tcf/Lef es AGATCAAAGG y se encuentra en el surco menor
de la doble hélice de DNA, rio arriba del promotor. En ausencia de la senal
Wnt, Tcf actua como un represor transcripcional formando un complejo con la

molécula Groucho.
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Nusse, 2006
Figura 9. La pB-catenina desplaza a Groucho cuando se activa la via Wnt.

La interaccion de B-catenina con la porcion amino terminal de Tcf desplaza a
Groucho, lo que convierte al complejo en un activador transcripcional (Fig. 9).
La union de B-catenina a Tcf/Lef afecta la estructura de la cromatina debido a
que el complejo Tcf/p-catenina recluta proteinas que participan en la
remodelacion de la cromatina como son la proteinas CBP’s (chromatin binding
protein) que son coactivadores de acetilasas de histonas y a las desacetilasas
de histonas (HDACSs), facilitando el acceso a las regiones promotoras.

Se han descrito numerosos genes blanco de Tcf/B-catenina; entre los de mayor
interés en el proceso de carcinogenesis se encuentran MYC, Ciclina D1, FRA1
(factor de transcripcion de la familia AP-1), C-JUN, PPARS, Matrilisina, CD44 y

el receptor para activador de plasmindgeno tipo urocinasa (Polakis P., 2000).
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Via Clasica de Wnt

Clevers, H. 2006. Wnt/B-catenin signaling in development and disease. Cell 127:469-480.

Figura 10. La via clasica de Wnt.

1.3.9 La -catenina en cancer

La capacidad de B-catenina de translocarse al nucleo y activar la transcripcion
de genes que regulan el crecimiento celular, fue lo que permitié la asociacion
de B-catenina con el cancer. La localizacién y estabilidad de p-catenina en el
citoplasma y el nucleo de las células depende de las mutaciones de otros
componentes de la via Wnt y de las mutaciones en la misma B-catenina. El gen
APC fue de los primeros genes supresores en ser estudiado y se encontré que
las mutaciones germinales en APC causan cancer (Kudo et al., 2007). En
algunos casos de cancer colorectal, cuando no se encuentra mutado el gen de

APC, se ha encontrado mutado el gen de Axina (Liu and Wu, 2006). También
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se han reportado mutaciones en el gen de axina en el carcinoma hepatocelular
(Tien et al., 2005). Las mutaciones del gen de la pB-catenina y la localizacion
celular aberrante de B-catenina han sido reportadas en muchos otros tumores,
como el de pancreas, mama, en leucemias y en melanomas entre otros (Kudo
et al., 2007; Liu and Wu, 2006; Tatsuguchi et al., 2006; Shi et al., 2006; Lim et
al., 2006; Furuse et al., 2006; Horvai et al., 2006; Xu et al., 2006; Voutilainen et

al., 2006; Puhalla et al., 2005; Rao et al., 2006; Tien et al., 2005a).
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1. INTRODUCCION

1.7 CANCER

1.1.1 ORIGEN DEL CANCER

El cancer es una enfermedad de origen multifactorial que se caracteriza por
una proliferacion celular anormal excesiva. Una célula normal que ha sufrido
una mutacion puede originar el desarrollo de un tumor. Las mutaciones pueden
ser producidas por distintos agentes: bioldgicos, quimicos o fisicos,

proporcionandole a la célula pérdida o ganancia de funciones.

1.1.2 CARCINOGENESIS

La carcinogénesis (Fig. 1) es el proceso por el cual una célula, a través de
cambios genéticos y epigenéticos, se convierte en una célula maligna con
capacidad de invadir y generar metastasis. La carcinogénesis se divide en
cuatro etapas: iniciacion del tumor, promocion, conversion maligna y progresion
del tumor (Balmain and Harris, 2007). La iniciacidn y promocion fueron
reconocidas y distinguidas a través de estudios con virus y carcinégenos
quimicos realizados en roedores. El estudio en humanos es mas complejo, ya

que influyen otros factores como el estilo de vida y ocupacion del individuo, asi



como la edad, el género y los antecedentes familiares (Weston and Harris,

2003).

1.1.2. 1 Iniciacion del tumor

Un carcinédgeno quimico causa un error genético al modificar la estructura
molecular del DNA (Fig. 1) por formacidon de aductos entre los grupos
funcionales del carcindgeno y los del DNA, lo que deriva en una mutacion tras
la sintesis del DNA. La formacién de aductos en el DNA es un requisito pero no
es suficiente para la iniciacion del tumor. Recientemente, estudios moleculares
en tejidos preneoplasicos de pulmén y de coléon de origen humano han
reportado cambios epigenéticos (metilacion del DNA en las regiones
promotoras de genes supresores de tumor) como evento muy temprano y

contundente en la iniciacién del tumor (Weston and Harris, 2003).
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis.

1.1.2.2 Promocion del tumor

En la promocién del tumor se lleva a cabo la expansion clonal de la célula
iniciada, produciendo una poblacion de células capaces de transformarse a
células malignas (Fig. 1). Las sustancias promotoras de la expansion clonal no

son mutagénicas, ni carcinogénicas y median su efecto biolégico sin actividad

metabdlica (Weston and Harris, 2003).

1.1.2.3 Conversion maligna



La transformacion de las células iniciadas hacia la expresion de un fenotipo
maligno (Fig. 1) se denomina conversion maligna. Este proceso requiere de
incrementar los cambios genéticos mediante la activacion de oncogenes y la

inactivacion de genes supresores de tumor (Loeb and Cheng, 1990).

1.1.2.4 Oncogenes y genes supresores de tumor

Los proto-oncogenes son genes que codifican proteinas que participan en la
divisidon y diferenciacién celular (Pierotti et al., 2003). Los oncogenes son genes
mutados a partir de proto-oncogenes. Un oncogen le proporciona a la célula
ganancia de funcion, permitiéndole proliferar de manera descontrolada. Los
proto-oncogenes pueden ser genes que codifiquen para: a) Factores de
crecimiento como son: el factor de crecimiento epidérmico, el factor de
crecimiento transformante beta, el factor de crecimiento derivado de plaquetas,
etc. b) Receptores para los factores de crecimiento indicados anteriormente. c)
Transductores de sefales como la proteina Ras, que se activa en respuesta a
una sefal mitdtica y que puede activar a otras proteinas para promover la
divisién celular y d) Proteinas que regulan la apoptosis, como la proteina Bcl-2
que muestra actividad anti-apoptotica (Lewin, 2004).

En cambio, los genes supresores de tumor codifican proteinas que inhiben la
divisidon celular y al mutarse generan pérdida de funcién (Park and Volgestein,
2003). Entre ellos se encuentran: a) Genes que controlan la division celular,

como es el caso de RB (retinoblastoma), b) Genes involucrados en la



reparacion de DNA, como son BRCA1 y BCRA2 y c) Genes que participan en
la apoptosis, como P53. Se han propuesto varias hipotesis para explicar la
disfuncionalidad de estos genes, como son: a) pérdida de heterocigocidad (del
inglés LOH), en la cual la mutacién del alelo de un gen es suficiente para iniciar
la transformacion maligna, b) la hipotesis del doble golpe propuesta por
Knudson (Knudson, 1996) que explica la predisposicion a padecer cancer y que
plantea la mutacién de un alelo en etapa germinal y una mutacién somatica en
el segundo alelo durante la vida del individuo, lo que daria como resultado la
iniciacion/progresion de un tumor y c) la haplo-insuficiencia, término empleado
cuando el producto de un gen es la mitad del nivel normal, ésto puede deberse
a varios factores, el mas comun es el que una de las dos copias de un gen
sufra una delecion, lo que lleva a que los niveles del producto del gen supresor
de tumor son insuficientes para inhibir la actividad de las proteinas involucradas

en la estimulacion de la divisidon celular (Macleod, 2000).

1.1.2.5 Progresion del tumor

Como resultado de las alteraciones antes indicadas, algunas células llevan a

cabo la expresion del fenotipo maligno y la tendencia a invadir los tejidos



adyacentes (Weston and Harris, 2003). Estas células transformadas alteran el
patron de expresidon de las moléculas de adhesion, lo que favorece su
separacion de las células vecinas y su migracion hacia la membrana basal.
Ademas, cuando las células tumorales sintetizan enzimas proteoliticas, pueden
degradar la membrana basal y “atravesar” las células endoteliales, llegando asi
al sistema vascular o linfatico por donde viajan y pueden llegar a establecerse
en otros organos, desarrollando tumores secundarios; evento que se conoce

como metastasis.

1.1.3 CANCER DE PULMON

El cancer de pulmédn es la forma mas comun de cancer en el mundo, tan solo
en el ano 2000 se considera que surgieron 1.2 millones de nuevos casos
(Minna et al., 2002). El tabaquismo es la principal causa del cancer pulmonar,
incrementando en los fumadores el riesgo de esta enfermedad en un 80-90%.

Se ha establecido que la principal causa del cancer de pulmon es la inhalacién
de las sustancias quimicas carcinogénicas que se encuentran en los productos
de la combustion del humo vy el alquitran del cigarrillo (Proctor, 2001). EI humo
del cigarro contiene una mezcla quimica de miles de sustancias de las que mas
de 40 pueden danar al DNA. De éstas, las mas tdxicas son el benzo(a)pireno y
las nitrosaminas. Pequehas dosis de nitrosaminas administradas por via
subcutanea, oral o tdpica, causan la aparicion predominante de tumores

pulmonares en animales de experimentacion (Borczuk and Powell, 2007).



Los fumadores no son los unicos que incrementan el riesgo a desarrollar
cancer de pulmén, también los fumadores pasivos incrementan en un 30% el
riesgo de tener esta enfermedad, comparado con las personas que viven en
areas libres del humo de tabaco (Minna et al., 2002). El cancer de pulmén
también se ha asociado con agentes carcinogénicos ocupacionales vy
ambientales, como son la exposicion a asbesto, arsénico, berilio, a los éteres

clorometilados, los hidrocarburos aromaticos y al radon.

El cancer de pulmén se divide histolégicamente en dos tipos principales
(Panani and Roussos, 2006): el carcinoma pulmonar de células pequeinas
(SCLC, por sus siglas en inglés) el cual tiene un origen neuroendocrino y el
carcinoma pulmonar de células no pequenas (NSCLC por sus siglas en inglés).
Este ultimo grupo se divide a su vez en: carcinoma epidermoide, el carcinoma
de células grandes y el adenocarcinoma que es la forma mas comun de cancer

pulmonar en el mundo.

El mejor prondstico para un paciente con cancer pulmonar depende del
diagndstico del tumor en un estadio temprano de su evolucién, lo que permite
su reseccidon quirurgica y el uso de distintos tipos de terapia, lo que a su vez
incrementa en un 50% la sobrevida del paciente a cinco anos.

Desafortunadamente, los sintomas generados por el carcinoma pulmonar



localizado son generalmente inespecificos, o que no permite su diagndstico
temprano; en contraste, el cuadro clinico (tos, pérdida de peso, dolor toraxico y
disnea) se presenta frecuentemente en los estadios avanzados de la
enfermedad, donde ya no es posible realizar reseccidon quirurgica y el uso de

terapia sistémica es paliativa (Martin-Ruiz et al., 2004).

Por lo anterior, el cancer de pulmdén es un importante problema de salud
publica a nivel mundial que cada vez se presenta en personas mas jovenes.

Ademas de que la mayoria de los pacientes son detectados en etapas
avanzadas donde las distintas formas de tratamiento sélo proporcionan al

paciente una expectativa menor a un afno de sobrevida.

1.1.4 CARACTERISTICAS DEL CANCER

Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000) han propuesto que una
célula tumoral presenta seis caracteristicas principales, indicadas en la Fig. 2,
que son: 1) Autosuficiencia para las senales de crecimiento (inciso 1), las
células normales requieren sefales mitogénicas para poder proliferar, estas
sefales provienen del microambiente que los rodea. En el caso de las células
tumorales, ellas generan sus propias senales mitogénicas, mutando genes
como PTEN (gen supresor de tumor) que regula el ciclo celular o como P74
(inhibidor del ciclo celular) por lo que ya no pueden llevar acabo su funcion; lo

anterior permite a las células ganar independencia en su propia proliferacion. 2)



Insensibilidad a las senales que regulan el crecimiento (inciso 2). En un tejido
normal, las sefales antiproliferativas generadas por el microambiente impiden a
las células proliferar de manera autdbnoma. En un cancer inicial, estas senales
pueden ser evadidas por las células tumorales, mutaciones generalmente en
Rb mantienen a esta proteina fosforilada permitiéndole a la célula transformada
avanzar a la fase G1 del ciclo celular y proliferar; otras moléculas que
permanecen activadas constantemente son la RARB2 que pertenece a la
familia de receptores de acido retinoico y P16 que participa en el ciclo celular.
3) Evasion de la apoptosis (inciso 3), la resistencia a la apoptosis puede ser
adquirida por las células tumorales a través de varias estrategias, una de ellas
es la mutacién del regulador proapoptético P53, el cual es un censor de dafo al
DNA y si se encuentra mutado no puede iniciar la apoptosis; también se ha
encontrado nula actividad de Apaf-1 que es un componente del apoptosoma y
al estar ausente inhibe la apoptosis. 4) Potencial replicativo ilimitado (inciso 4),
independientemente de la autonomia que tenga una célula para proliferar tiene
un limite para hacerlo, pero las células tumorales han podido llegar a la
inmortalizacidn, es decir a dividirse infinitamente. En muchos casos, ésto se
debe a la presencia de la enzima telomerasa, la cual esta presente en el 85 a
90% de todos los tumores, proporcionandole a la célula un potencial replicativo
ilimitado. También la presencia constante de ciclina D2 permite que la célula
tenga un potencial replicativo ilimitado. 5) Angiogénesis sostenida (inciso 5), el

nuevo tumor necesita oxigeno y nutrientes para poder desarrollarse, por lo que



secreta factores solubles como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y factor de crecimiento para fibroblastos (FGF1 y FGF2). También
secreta proteasas para degradar moléculas anti-angiogénicas como la
plasmina que degrada a la angiostastina; lo anterior para desarrollar una nueva

vascularizacion que permita el crecimiento del tumor.

CARACTERISTICAS DEL CANCER
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Figura 2. Caracteristicas del cancer

1.1.4.1 Invasion y melastasis (inciso 6)

Los procesos de invasion y de metastasis son muy complejos y permiten al
tumor primario invadir el tejido aledano (invasidén) asi como érganos a distancia

(metastasis), lo que causa finalmente la muerte de los pacientes con cancer
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(Hanahan and Weinberg, 2000). Las moléculas de adhesion juegan un papel

primordial en la invasion y la metastasis de los tumores.

1.2 MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesion son glicoproteinas transmembranales que llevan a
cabo uniones en la superficie celular y determinan la especificidad de
reconocimiento entre célula-célula (Fig. 3) (CAM’s) y célula-matriz extracelular
(SAM’s) (Siu, 1996b). Estas interacciones regulan procesos relacionados con la
forma y polaridad de la célula lo que determina la arquitectura del tejido, asi
mismo activan la motilidad celular y pueden inducir la expresion de factores de
crecimiento y de proliferacion celular.

Las moléculas de adhesion de superficie celular se agrupan de acuerdo a su

similitud estructural en cuatro familias:

1.2.1 Integrinas

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas transmembranales que
median uniones célula-célula (CAM’s) y célula-matriz extracelular (SAM’s)
(Brodt and Dedhear, 1996). Las integrinas estan formadas por una unidad a y
una unidad B. Existen por lo menos 15 cadenas o y 8 cadenas B las cuales
pueden interaccionar en una amplia gama de combinaciones. Generalmente se
clasifican de acuerdo a su cadena (3, pero se prefiere dar una clasificacion de

acuerdo a su funcion. Las subunidades 3 de todas las integrinas son muy
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similares entre ellas ya que comparten una secuencia de aminoacidos
homdloga con caracteristicas estructurales especificas bien conservadas en
una amplia variedad de especies. Las integrinas juegan un papel importante
durante la adhesién-migracion, la cual se ha observado principalmente en la

extravasacion de leucocitos.

1.2.2 Selectinas

Son glicoproteinas transmembranales compuestas por tres dominios
extracelulares (Mayadas, 1996). La familia de las selectinas esta constituida
por tres moléculas relacionadas, la P-selectina que se localiza en las plaquetas,
la L-selectina, que se localiza en los leucocitos y la E-selectina se localiza en
las células endoteliales. Las selectinas median las interacciones heterotipicas
entre células sanguineas y células endoteliales, en el proceso de anclaje y
adhesion del leucocito, lo que le permite al leucocito “rodar” a través del

endotelio vascular en direccion del flujo sanguineo.

1.2.3 Superfamilia de las inmunoglobulinas

Los miembros que integran esta familia de moléculas poseen en comun una
estructura homdloga a las inmunoglobulinas, que consiste de 70 a 110
aminoacidos organizados en dos cadenas paralelas B-plegadas y estabilizadas
por puentes disulfuro (Siu, 1996a). Entre ellos se encuentran las moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad (MHC), el receptor de la célula T, el
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receptor para el factor de crecimiento de plaquetas, etc; asi como otras

moléculas importantes de adhesion celular como: la molécula de adhesion

celular neuronal (NCAM), la molécula de adhesion celular vascular (VCAM), las

moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3), etc.

1.2.4 Cadherinas

Las cadherinas participan en dos distintos tipos de uniones célula-célula (Fig.

3), se encuentran formando parte las de uniones adherentes y de los

desmosomas.
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ACTINA

FILAMENTOS INTERMEDIOS

EPITELIAL

Figura 3. Uniones célula-célula.

CELULA
EPITELIAL

Las cadherinas son proteinas glicosiladas y evolutivamente bien conservadas.

Dentro de la familia de las cadherinas se encuentran las cadherinas clasicas
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que son tejido especificas, asi la E-cadherina se localiza en epitelio, la N-

cadherina en sistema nervioso, la P-cadherina en placenta.

La E-cadherina se localiza en la region basolateral de las células epiteliales
(uniones adherentes) y es de gran importancia en el desarrollo del tejido en
etapas tempranas del desarrollo embrionario (Rowlands et al., 2000) ya que

mantiene el contacto célula-célula y la estructura tridimensional del tejido.

La E-cadherina (Fig. 4), miembro de las cadherinas clasicas, consta de cinco
dominios extracelulares, un dominio transmembranal y dos dominios
citoplasmicos altamente conservados que asocian proteinas intracelulares
conocidas como cateninas. Las cadherinas promueven la adhesion célula-
célula de forma homofilica; es decir, la E-cadherina se une selectivamente a
otra E-cadherina formando una estructura de zipper entre las células. Los
dominios extracelulares estan altamente conservados y unen calcio. El calcio
confiere a la proteina un cambio conformacional que la inmoviliza (Fig. 4)
(Beavon, 2000;Steinberg and McNutt, 1999). La E-cadherina, a través de los
dominios citoplasmicos se une con otras moléculas intracelulares conocidas
como cateninas (cadena) que son indispensables para que se lleve a cabo la
adhesion celular. La pB-catenina se une directamente al dominio citoplasmico de
la E-cadherina y a la vez se une a la a-catenina, la que se une a los filamentos

de actina y en conjunto forman el complejo de adhesion (Beavon, 2000).
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En el humano, muchos canceres tienen origen en el tejido epitelial. Se ha
observado que la E-cadherina pierde su expresion a medida que progresa la
malignidad del tumor (Hirohashi and Kanai, 2003). Basados en datos
descriptivos y funcionales, se ha propuesto que la pérdida de E-cadherina es
un prerrequisito para que las células tumorales invadan y lleven a cabo la
metastasis. Se ha demostrado que el reestablecimiento del complejo de
adhesion E-cadherina-cateninas resulta en una regresiéon del fenotipo maligno
(mesenquimatoso invasivo) a un fenotipo epitelial benigno. Se ha llegado a la
conclusion de que la pérdida de E-cadherina es uno de los pasos iniciales en la
progresion del adenoma a carcinoma y subsecuente formacion de metastasis.
Por lo anterior, se ha considerado al gen de la E-cadherina como un gen
supresor de tumor. Se ha demostrado que la reducida o nula expresion de E-
cadherina en los tumores puede deberse a: hipermetilacion, rearreglos en la
estructura de la cromatina o pérdida del factor de transcripcion para el gen de
E-cadherina. Estos eventos coinciden con la supresion en la actividad del
promotor del gen de la E-cadherina en los tumores. En general, el promotor del
gen para E-cadherina (CDH7) se encuentra hipermetilado en el 83% de los
tumores (Christofori and Semb, 1999). Otra causa de la baja expresion de E-
cadherina son mutaciones (deleciones o inserciones) que se presentan en el
gen y que alteran el marco de lectura del gen, produciendo una proteina

truncada (Kremer et al., 2003).

15



- TeRe I Co | s o o2 o ]
B-cat EXTRACELULAR

Figura 4. Estructura de E-cadherina. CITO: citoplasma, TM: transmembranal, B-cat: sitio de

unién a p-catenina.

En otro aspecto, se ha reportado una degradacion de E-cadherina por
metaloproteasas de matriz extracelular, ya que algunas lineas tumorales
liberan fragmentos solubles de E-cadherina.

Receptores con actividad de tirosin cinasas tales como el receptor de
crecimiento epidermal (EGFR), el receptor de crecimiento de hepatocitos
(HGFR) y el receptor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), que generalmente
se encuentran activos en los tumores, provocan que el complejo de adhesion
E-cadherina-cateninas se desensamble ya que inducen la fosforilacion de

tirosinas en la E-cadherina y en la B-catenina (Thomson et al., 2005).

1.2.4.1 Complejo de adhesidn

Como se indico anteriormente, este complejo esta formado por E-cadherina, p-
catenina y a-catenina, es calcio dependiente y se asocia con los filamentos de

actina.
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1.2.4.2 La a-catenina

La a-catenina (Fig. 5) es una proteina de 102 kDa que esta unida por su
extremo carboxilo terminal a la B-catenina y por su region amino terminal a los
filamentos de actina. Se ha observado que las células que no expresan a-
catenina no forman uniones adherentes estables (Provost and Rimm, 1999).

La a-catenina puede formar interacciones binarias con distintas proteinas,
incluida la vinculina, la a-actinina, la spectrina, ZO-1, la afadina, etc. Estas
interacciones se han demostrado mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion
o0 empleando proteinas recombinantes.

Estudios realizados con a-catenina, E-cadherina o B-catenina quiméricas han
demostrado que existe una unién excluyente de a-catenina con B-catenina y a-
catenina con actina, por lo que recientemente se ha considerado que la unién
del complejo de adhesion E-cadherina-cateninas con actina pudiera ser
mediado por alguna de las proteinas antes mencionadas como son: la
vinculina, la a-actinina, la spectrina, ZO-1, la afadina, etc. (Weis and Nelson,

2006).
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Figura 5: Estructura de a-catenina. p-catenina: sitio de unién a p-catenina, Adhesién: dominio

regulador de adhesion, Vinculina y Actina: sitios por donde se une al citoesqueleto.

1.3 LA B-CATENINA

La proteina B-catenina juega un papel dual en las células, actia como molécula
de adhesién entre las células epiteliales y, en el nucleo actua como un factor
transcripcional. La p-catenina fue descubierta como parte del complejo de
adhesion al co-precipitar con E-cadherina.

La B-catenina es una proteina de 97 kDa y su estructura primaria consta de 130
aminoacidos en la region amino terminal, con 12 repeticiones de 42
aminoacidos en la region central que se conocen como repeticiones arm
(Armadillo), y que comparte con otras proteinas como la p120 y la
adenomatous polyposis coli (APC); ademas tiene 100 aminoacidos en la region
carboxilo terminal. La B-catenina tiene una estructura tridimensional parecida a
una campana, donde el extremo amino y el carboxilo se encuentran muy
cercanos. Diversas proteinas, con funciones mutuamente excluyentes, se unen

a la region armadillo (Fig. 6).
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Figura 6: Estructura de B-catenina. Ser/Thr: sitio de fosforilacion para ubiquitinizacion, a-
catenina: sitio de unién a a-catenina, APC: sitio de unién a APC, Tcf/LEF: sitio de unién a los
factores de transcripcion de la familia TcF/LEF, E-cadherina: sitio por el cual se une a E-
cadherina y transactivacion: sitio de unién al DNA.

La funcion del complejo E-cadherina-cateninas es regulada por la fosforilacion
de la B-catenina. La pB-catenina al fosforilarse en tirosinas por la cinasa Fer, se
disocia de a-catenina; pero si es fosforilada por Src o por el EGFR, entonces se
disocia de E-cadherina. Se ha demostrado que la B-catenina disociada del
complejo de adhesion, es ubiquitinizada y degradada por el proteasoma (Fig.
7). Estos eventos ocurren de manera posterior a la participacion de un
complejo proteico formado por axina, el producto del gen APC y la serin-treonin

cinasa GSK-3p.
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Figura 7. Formacién del complejo proteico propuesto para la fosforilacién y ubiquitinaciéon de p-

catenina.

1.3.1 El complejo Axina, APC y GSK-3f

En la formacion de este complejo, axina actua como proteina acarreadora; es
decir, recluta tanto a APC como a GSK-3p promoviendo la fosforilacion de j-
catenina en serinas y treoninas, tras lo cual se ubiquitina y es degradada por el

proteasoma (figura 7).

1.3.2APC

La proteina adenomatous polyposis coli (APC) es una proteina de 350 kDa y
contiene diversos dominios por los que interacciona con muchas otras
proteinas. Las mutaciones germinales en el gen para APC son responsables de
la poliposis adenomatosa, enfermedad que si no es tratada a tiempo deriva en

cancer de colén. Por lo que en cancer de coloén, la proteina APC se encuentra
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mutada en el 80% de los casos. Las mutaciones en el gen para APC dan como
resultado una proteina truncada que no puede llevar a cabo su funcion
(Fearbhead et al., 2001). Se ha encontrado que APC participa en la
organizacion de los cinetocoros durante la mitosis, ademas se le ha localizado
formando parte del citoesqueleto nuclear y de los microtubulos, aunque se
desconoce su participacion en estos sitios (Mimori-Kiyosue and Tsikita, 2001).
La funcién mas estudiada de APC es la regulacion negativa de la B-catenina.
La APC pierde su region central al mutarse el gen. Al no contar APC con esta
region, la B-catenina no se une a ella, favoreciendo la permanencia de [-
catenina en el citoplasma para su posterior translocacion al nucleo de las

células.

1.3.3 Axina

La axina es una proteina importante en la formacion del “axis” en Xenopus, es
un regulador negativo ya que al estar mutado el gen, el embridn de Xenopus
muestra duplicacién de este érgano. La axina al igual que APC, es una proteina
reguladora de B-catenina; la axina recluta a las proteinas del complejo de
degradacion, ademas de servir como plataforma para la unién de estas
proteinas, facilitando que la GSK-3p fosforile a la B-catenina en serinas y

treoninas (Luo and Lin S., 2004).
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1.3.4 GSK-38

La cinasa glicogeno sintetasa 3p (GSK-3p) es una serina-treonina cinasa que
participa en varias vias de sefializacién mediadas por la insulina, el EGF y Wnt
(Dajani et al., 2003;Diel et al., 1998). Esta cinasa participa en la fosforilacion de
ciclina D para su ubiquitinacion y degradacién por el proteasoma. En el caso de
B-catenina, la GSK-3B hiperfosforila a la p-catenina para que sea
ubiquitinizada. Una vez formado el complejo Axina-APC/GSK-3p/p-
catenina/CKI, la casein cinasa | (CKIl), que también es una serina-treonina
cinasa (Gao et al., 2002), inicia la fosforilacion de B-catenina en Ser45 para
que, posteriormente, la GSK-3p actué directamente en -catenina fosforilandola
en Ser29, Ser33, Ser37 y Thr41. La fosforilacién de p-catenina es esencial para
que sea ubiquitinizada y degradada por el proteasoma a través de la B-TrCP
ubiquitin ligasa (Aberle et al., 1997).

La ubiquitina es una proteina altamente conservada de 8 kDa que se une
covalentemente a residuos de lisina (Haglund and Dikic, 2005). En general, la
degradacion de proteinas por la maquinaria del proteasoma involucra tres
componentes principales: enzimas activadoras de ubiquitina (E1), enzimas
conjugadoras de ubiquitina (E2) y ubiquitin ligasas (E3) (Shackelford and
Pagano, 2004). La subunidad 19S del proteasoma reconoce a la B-catenina
ubiquitinizada, la desubiquitiniza, e inmediatamente la pasa a la subunidad 20S
donde es cortada en pequenos péptidos; todas estas reacciones son

dependientes de ATP (Haglund and Dikic, 2005).
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La B-catenina ademas de participar en la adhesion celular también, participa en
la via de senalizacion de Wnt. Se han realizado estudios dirigidos a relacionar
la perdida de E-cadherina con la activacién de la via Wnt. Se ha demostrado
que la funcion de adhesion de la B-catenina y su funcién en la activaciéon de la
transcripcion son eventos mutuamente excluyentes. Cuando se desensambla el
complejo de adhesién, muchas veces se pierde también p-catenina, pero al
parecer existen diferentes “pools” de B-catenina para las diferentes funciones
que realiza en las células (Cavallaro and Christofori, 2004;Christofori and

Semb, 1999).

1.3.5 La via Wnt.

En 1982, Nusse y Varmus identificaron en el raton al gen wnt1 que
originalmente se llamaba Int-1 (sitio de integracion del virus del tumor
mamario). Cuando el gen se secuencid, se encontré que sintetizaba una
proteina de secrecion rica en cisteinas. Posteriormente se observd que era
homologo al gen de wingless (wg) de Drosophila, el cual controla el desarrollo
larval de la mosca. Mas adelante se demostré en Drosophila que wnt-1
activaba una cascada de sefalizacion importante, en la que armadillo (B-
catenina en mamiferos) participaba de manera importante. De manera
independiente a estos estudios, se descubrié que APC era la responsable de la

adenomatosis familiar (FAP) que es un cancer heredado y que en esta
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enfermedad APC interaccionaba con B-catenina, por lo que se asocio a la via
Whnt con el desarrollo del cancer humano.

Los genes Wnt codifican para una gran familia de glicoproteinas que son
secretadas por las células. Estas glicoproteinas estan altamente conservadas,
contienen residuos de cisteinas y participan en la adhesion, motilidad, polaridad
y diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario (van Es et al., 2003).
En humanos se han identificado 19 genes para estas proteinas, en Drosophila
7y en C. elegans 5. Las proteinas Wnt han sido recientemente caracterizadas
ya que contienen palmitato (acido graso de 16 carbones) unido a los residuos
de cisteina, haciendo a estas proteinas mas hidrofébicas (Nusse, 2005). Los
receptores para estas proteinas llamados Frizzled (Fz) son moléculas que
atraviesan siete veces la membrana, tienen un dominio extracelular amino
terminal que se denomina CRD, el cual contiene cisteinas a las que se une la
proteina Wnt, y por su regién citoplasmica interacciona directamente con la
molécula dishevelled (Dsh). Se requiere de un co-receptor llamado LRP que es
una proteina transmembranal, miembro de la familia de receptores para

lipoproteinas de baja densidad (Fig. 8).
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Cell Research, 15(1):28-32, 2005

Figura 8. Activacion de la via Wnt.

El ligando wnt favorece la formaciéon del complejo LRP-Fz asi como de la
interaccion a nivel citoplasmico de axina-Dsh. Esta interaccién es un evento
temprano y decisivo para la transduccion de senales intracelulares (Fig. 8)
(Jones and Jomary, 2002). Lo anterior impide que la axina participe en la
degradacion de B-catenina.

Cuando se lleva acabo la interaccion de Wnt con Fz y LRP se pueden activar
tres distintas vias: la via Wnt/Ca?*, la via de la polaridad planar celular (PCP) y

la llamada via canonica Wnt/p-catenina.

1.3.6 La via Wnt/Ca?*

La via Wnt/Ca2+ activa a la fosfolipasa C, con lo que se elevan los niveles de
Caz* intracelular y se activa la protein cinasa C y la protein cinasa calmodulina

Caz* dependiente tipo Il. Los elevados niveles de Ca?* activan a la calcineurina
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fosfatasa que desfosforila al factor de transcripcion NF/AT, el cual se acumula
en el nucleo, activando genes para el desarrollo embrionario en Xenopus. Esta

via no se ha identificado en seres humanos (Saneyoshi et al., 2002).

1.3.7 La via PCP

La polaridad celular es un evento importante en la estructura de ciertas células
como las epiteliales y las neuronales. En mamiferos, este suceso se ha
estudiado en las células productoras de cabello. Al parecer, la via PCP es muy
parecida en mamiferos y en Drosophila donde fue inicialmente reportada. En
esta via participan Wnt y Fz, pero se activan GTPasas como son RhoA y Rac,
las cuales activan a la cinasa Jun amino terminal-C (JNK). Los genes que se
activan en esta via no han sido aun caracterizados, pero se cree que podrian
ser moléculas de adhesion como cadherinas no tipicas (Fanto and McNeill,
2004) y moléculas que modifican la organizacion del citoesqueleto (Korswagen,

2002).

1.3.8 La Via Clasica Wnt.

La via de sefalizacion Wnt mas estudiada, tanto en invertebrados como en
mamiferos es la via de B-catenina o la via clasica. Como ya se menciond y se
aprecia en la Fig. 8, cuando se activa la via Wnt, axina queda secuestrada por

los receptores LRP y Fz impidiendo que interaccione y reclute a las otras
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proteinas del complejo de degradacién como son APC, GSK-3p3, CKI. Al no
formarse este complejo, la B-catenina no es fosforilada, por lo que no puede ser
degradada por el proteasoma, acumulandose en el citoplasma y entrando a
nucleo. Se han descrito varios mecanismos para la entrada de B-catenina al
nucleo, uno de ellos es mediado por los sitios de localizacion nuclear ubicados
en el dominio arm de la B-catenina. Otra propuesta es que la -catenina entra
al nucleo unida con Tcf; sin embargo, se ha localizado a la B-catenina en el
nucleo en ausencia de Tcf. También se ha propuesto que la pB-catenina por su
estructura molecular esta relacionada con moléculas tipo
importinas/karyoferinas e interacciona directamente con los poros nucleares
(Staedeli et al., 2006). La B-catenina también puede ser transportada de
regreso al citoplasma por las moléculas Axina o APC ya que poseen una seial
de exportacidn nuclear en sus estructuras moleculares (Rosin-Arbesfeld et al.,
2000). Se ha demostrado que la B-catenina nuclear se une a la familia de
factores de transcripcion de la célula T (Tcf) y factor “enhancer” linfoide (Lef). El
sitio de union de Tcf/Lef es AGATCAAAGG y se encuentra en el surco menor
de la doble hélice de DNA, rio arriba del promotor. En ausencia de la senal
Wnt, Tcf actua como un represor transcripcional formando un complejo con la

molécula Groucho.
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Nusse, 2006
Figura 9. La pB-catenina desplaza a Groucho cuando se activa la via Wnt.

La interaccion de B-catenina con la porcion amino terminal de Tcf desplaza a
Groucho, lo que convierte al complejo en un activador transcripcional (Fig. 9).
La union de B-catenina a Tcf/Lef afecta la estructura de la cromatina debido a
que el complejo Tcf/p-catenina recluta proteinas que participan en la
remodelacion de la cromatina como son la proteinas CBP’s (chromatin binding
protein) que son coactivadores de acetilasas de histonas y a las desacetilasas
de histonas (HDACSs), facilitando el acceso a las regiones promotoras.

Se han descrito numerosos genes blanco de Tcf/B-catenina; entre los de mayor
interés en el proceso de carcinogenesis se encuentran MYC, Ciclina D1, FRA1
(factor de transcripcion de la familia AP-1), C-JUN, PPARS, Matrilisina, CD44 y

el receptor para activador de plasmindgeno tipo urocinasa (Polakis P., 2000).
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Via Clasica de Wnt

Clevers, H. 2006. Wnt/B-catenin signaling in development and disease. Cell 127:469-480.

Figura 10. La via clasica de Wnt.

1.3.9 La -catenina en cancer

La capacidad de B-catenina de translocarse al nucleo y activar la transcripcion
de genes que regulan el crecimiento celular, fue lo que permitié la asociacion
de B-catenina con el cancer. La localizacién y estabilidad de p-catenina en el
citoplasma y el nucleo de las células depende de las mutaciones de otros
componentes de la via Wnt y de las mutaciones en la misma B-catenina. El gen
APC fue de los primeros genes supresores en ser estudiado y se encontré que
las mutaciones germinales en APC causan cancer (Kudo et al., 2007). En
algunos casos de cancer colorectal, cuando no se encuentra mutado el gen de

APC, se ha encontrado mutado el gen de Axina (Liu and Wu, 2006). También
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se han reportado mutaciones en el gen de axina en el carcinoma hepatocelular
(Tien et al., 2005). Las mutaciones del gen de la pB-catenina y la localizacion
celular aberrante de B-catenina han sido reportadas en muchos otros tumores,
como el de pancreas, mama, en leucemias y en melanomas entre otros (Kudo
et al., 2007; Liu and Wu, 2006; Tatsuguchi et al., 2006; Shi et al., 2006; Lim et
al., 2006; Furuse et al., 2006; Horvai et al., 2006; Xu et al., 2006; Voutilainen et

al., 2006; Puhalla et al., 2005; Rao et al., 2006; Tien et al., 2005a).
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2. ANTECEDENTES

La pB-catenina al ser una proteina con dos funciones ampliamente reconocidas
como son la de adhesion celular y la de transcripcion puede encontrarse en
diferentes compartimentos subcelulares. En tumores como el de colén, higado,
ovarioo mama y en tumores de piel se ha reportado una localizacién
citoplasmica y nuclear de la B-catenina. Estos tumores presentan ademas
mutaciones en los genes que codifican para APC, axina o la propia -catenina.
En estos reportes se ha sugerido que la B-catenina juega un papel importante
como activador transcripcional, asociando su actividad a la participacion de la
via Wnt.

En el cancer de pulmdén se ha reportado una muy baja frecuencia de
mutaciones en el gen de la B-catenina asi como una baja tasa de mutacion en
el gen de APC (Ueda et al., 2001;Shigemitsu et al., 2001). En cancer de
pulmén, la sobrexpresidon de la B-catenina se ha asociado con una alta
proliferacion celular y, de manera contradictoria, se ha asociado con un mejor
pronéstico (Hommura et al.,, 2002). Otros estudios han reportado en
adenocarcinoma pulmonar una reducida expresion de B-catenina asociada con
un pobre prondstico (Kase et al.,, 2000; Retera et al., 1998). Ademas, la
localizacion nuclear de la B-catenina es poco frecuente en los subtipos
histopatolégicos adenocarcinoma y carcinoma epidermoide del cancer

pulmonar (Kase et al., 2000; Mazieres et al., 2005). Por lo anterior, la

31



importancia de la p-catenina en el desarrollo del cancer pulmonar es
controversial (Mazieres et al., 2005; Salon et al., 2005).

Las controversias que se presentan en torno a la expresion de la B-catenina en

cancer de pulmdn se deben también a que la B-catenina desempefia un papel

importante en la adhesion celular, como se estudio inicialmente. Se ha

reportado una expresion reducida de E-cadherina y B-catenina en la displasia

intrabronquial y en la hiperplasia alveolar atipica comparado con el tejido

bronquial normal (Awaya et al., 2005). Las etapas de desarrollo desde displasia

escamosa hasta carcinoma /n situ correlacionan con la pérdida de E-cadherina

y B-catenina (Kato et al., 2005). Con estas observaciones se ha propuesto que

la pérdida del complejo E-cadherina-p-catenina es crucial en las etapas

tempranas del cancer de pulmon y en estadios posteriores del proceso invasivo

del cancer de pulmon (Salon et al., 2005). Por ejemplo, el carcinoma

bronquioloalveolar bien diferenciado muestra una alta expresién de E-

cadherina y p-catenina en la membrana, mientras que el adenocarcinoma

invasivo muestra un patron alterado de estos marcadores, lo que demuestra

que la expresion de E-cadherina y -catenina correlaciona positivamente con el
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grado de diferenciacién de las células malignas (Awaya et al., 2005). En un

estudio inicial por nuestro grupo se ha observado la misma asociacién con

respecto al patron de expresion de p-catenina y el grado de diferenciacion del

carcinoma pulmonar tipo adenocarcinoma. La pérdida, la reduccién de la

expresion y la redistribucion alterada de estos marcadores se asocian con la

desdiferenciacion celular que ocurre en la carcinogenesis pulmonar (Salon et
al., 2005).
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3. JUSTIFICACION

Nuestro grupo ha observado una tincién de la B-catenina en la membrana de los
carcinomas pulmonares bien diferenciados, mientras que en la mayoria de los
cortes histolégicos de carcinoma pulmonar pobremente diferenciados, la -
catenina se localizé en el citoplasma de las células. Pretendemos estudiar en las
lineas de adenocarcinoma pulmonar la expresion de B-catenina y emplear estas
lineas celulares para definir que eventos permiten a la f-catenina encontrarse en
el citoplasma. El estudio de la B-catenina en cancer pulmonar nos permitira

conocer su participacion en la biologia de este carcinoma.

4. HIPOTESIS

La localizacién citoplasmatica de la B-catenina en el carcinoma pulmonar pudiera

deberse a su asociacion con alguna o algunas de las moléculas involucradas en el
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complejo de adhesidon (E-cadherina o a-catenina) o bien con el complejo de

degradacion formado por las proteinas APC/axina/ GSK3p.
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5. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue investigar los mecanismos que mantienen a la p-
catenina localizada en el citoplasma de los carcinomas pulmonares moderados y

pobremente diferenciados.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

7. Determinar si la B-catenina comparte el mismo patrén de localizacion con E-
cadherina, a-catenina y APC en lineas de carcinoma pulmonar.

2. Determinar la probable asociacion de la B-catenina con E-cadherina, o-
catenina o APC.

3. Determinar en las células tumorales si la B-catenina presente en el citoplasma
se encuentra fosforilada en serina 33.

4. Investigar la probable presencia de la 3-catenina en el nucleo celular.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MUESTRAS DE TEJIDO

Cuarenta cortes histologicos embebidos en parafina, obtenidos de autopsias de
pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequenas y tejido de pulmon
normal adyacente al tumor fueron proporcionados por el Departamento de
Patologia del INER. Estos tumores se clasificaron histopatologicamente de

acuerdo con el criterio de la OMS (Brambilla et al., 2001) en:

Tabla 1. Clasificacién histolégica de los cortes de carcinoma pulmonar.

Tipo histologico
Grado de . ) . .
] L Adenocarcinoma Carcinoma epidermoide

diferenciacion
Bien diferenciados 10 3
Moderadamente
diferenciados 12 3
Pobremente
diferenciados 7 5

Total (n) 29 11
7.2 CULTIVOS CELULARES
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Se empled la linea celular MDCK para la localizacion membranal del complejo de
adhesion E-cadherina/cateninas (Sato et al., 2006) y la linea celular SW480 para
la localizacion nuclear de B-catenina. En el estudio se incluyeron las lineas de
carcinoma pulmonar: A-427, Calu-1, SKLU-1 y 3.B.1.A. Todas las lineas celulares
se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Cheime, Munich, Germany)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich) y 1% de antibidticos.

Las lineas celulares se incubaron a 37°C con 5% de COx.

7.3 ANTICUERPOS

Para la inmunocitoquimica se emplearon los anticuerpos policlonales anti--
catenina, anti-APC-C (que reconocen la regién carboxilo) y anti-APC-N (que
reconoce la region amino de la proteina APC) obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA. El anticuerpo monoclonal anti-E-cadherina obtenido de
Zymed Technologies, CA, USA. Los anticuerpos secundarios empleados en la
inmunocitoquimica fueron anti-conejo, anti-ratén y anti-cabra marcados con biotina
de Santa Cruz Biotechnology; asi como el complejo estreptoavidina-peroxidasa
(strepABComplex/HRP) de Dako, Glostrup, Denmark. Como sistema revelador se
utilizé el perdxido de hidréogeno y la 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB)

de Sigma Aldrich USA.

Para el western blot se emplearon los anticuerpos primarios antes mencionados

ademas de los anticuerpos policlonales anti-lamina B, anti-actina y anti-residuos
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ubiquitinizados, todos de Santa Cruz Biotechnology. También se emplearon los
anticuerpos anti-fosfotirosina, anti-fosfoserina, y anti-fosfotreonina del kit
Phospoprotein Antibody sampler pack de la marca Zymed. Los anticuerpos
secundarios fueron los mismos que se emplearon en la inmunocitoquimica y la
deteccion fue por quimioluminiscencia mediante el kit ECL Advance de la marca
Amersham Biosciences, NJ, USA. Para la inmunofluorescencia se emplearon los
anticuerpos policlonales anti B-catenina y anti p-pB-catenina que reconoce a la B-
catenina fosforilada en serina 33 obtenidos de Santa Cruz Biotechnology. Los
anticuerpos secundarios fueron anti-cabra conjugado con Alexa 594 y anti-conejo

conjugado con Alexa 488 de Molecular Probes, CA, USA.

7.4 INMUNOHISTOQUIMICA

Después de desparafinar y rehidratar los cortes histologicos, se realizd
recuperacion de antigeno usando amortiguador de citratos (0.01M, pH=6),
mediante ebullicion constante durante 15 min en un horno de microondas marca
Sharp (Sharp carousel). Al finalizar la incubacién se dejo enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente. Para eliminar la actividad de la peroxidasa endogena, los
tejidos fueron incubados en una solucion de peroxido de hidrogeno al 3% (v/v) en
alcohol metilico durante 30 min. La incubacién se efectué a temperatura ambiente.
Al final de la misma, las laminillas fueron lavadas con amortiguador salino de

fosfatos (PBS). Se bloqued la union inespecifica del anticuerpo empleado
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incubando los tejidos con un amortiguador de PBS que contenia suero de cerdo al
2% y Tritdn X-100 al 0.5% (v/v) a temperatura ambiente por 30 min. Al final de la
incubacion, las laminillas fueron rotuladas y el area de tejido tratado fue delimitada

con un lapiz hidrofébico (Vector Laboratories, Ontario, Canada).

Los cortes de tejido fueron incubados con 100 pl de un anticuerpo que reacciona
con la region carboxilo terminal de la B-catenina humana. Se emplearon diluciones
1:200 del anticuerpo y el periodo de incubacion fue de dos horas en camara
himeda. Posteriormente, las laminillas fueron lavadas con un amortiguador de
PBS conteniendo Tween 20. Los cortes histolégicos fueron incubados con 100 ul
del anticuerpo secundario biotinilado, previamente diluido 1:800 en camara
humeda durante una hora. Después de lavar, las muestras fueron incubadas con
100 ul del complejo estreptoavidina-biotina-peroxidasa a una dilucion 1:150
durante 30 min en camara humeda, lavadas y expuestas por 10 min al sustrato-

cromoégeno. Por ultimo, las laminillas fueron contratefidas con hematoxilina.

7.4.1 CRITERIOS DE EVALUACION DE RESULTADOS

Los resultados fueron evaluados empleando un microscopio 6ptico marca Leica
modelo CME (Leica Geosystems, Switzerland). De cada caso, se observaron por
lo menos cinco campos a un aumento de 40X y 100X. Se evalud el patron de
localizacién de la B-catenina en las células neoplasicas y en el epitelio ciliado

adyacente.
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Como control de la expresion de B-catenina nuclear se utilizaron cortes de

hepatocarcinoma celular como lo sugiere el fabricante (Kotsinas et al., 2002).

7.5 INMUNOCITOQUIMICA

Empleando las lineas celulares MDCK y A-427 se estandarizaron los diferentes
anticuerpos primarios y secundarios. La inmunotincién en las laminillas se observo
a 40X y 100X en el microscopio Leica y se adquirieron las imagenes con la
camara Leica DC 300.

Se probaron distintas diluciones de los anticuerpos y se establecieron como

optimas las diluciones que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 2. Diluciones estandarizadas de los anticuerpos empleados en la

inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario Complejo ABC

(Dilucion) (Dilucion) (Dilucion)
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Anti-p-catenina Cabra anti-conejo

1:500
(1:200) (1:300)
Anti-APC-C Cabra anti-conejo
1:500
(1:200) (1:300)
Anti-APC-N Cabra anti-conejo
1:500
(1:200) (1:300)
Anti-E-cadherina Conejo anti-raton
1:500
(1:100) (1:100)

7.6 INMUNOPRECIPITACION Y WESTERN BLOT

7.6.1 Obtencion de extracfos celulares

De las lineas celulares controles asi como de la linea de adenocarcinoma A-427

se obtuvieron los siguientes extractos:

7.6.2 Fraccion membranal y cifoplasmaética (proteinas solubles en Triton X-
700)

La monocapa celular a confluencia se lavé con PBS frio para eliminar el medio de
cultivo. Se retir6 el PBS por aspiraciéon y se agregé PBS frio para separar las
células con una espatula de plastico. Se centrifugd a 2500 rpm a 4°C por 10 min.
Después se incubd el botdn celular con la solucidén amortiguadora TX (Tian and
Phillips, 2002) (NaCl 150 mM, Tris:HCI 50 mM, NaN3 0.01%, EDTA 2 mM, NaVO4

1mM, leupeptina 10ug, aprotinina 25 pg y Triton X-1001%) por 30 min. Se

43



centrifugdé a 12000 rpm por 30 min, se recupero el sobrenadante y se congelo a -
70°C hasta su uso. A partir del botdén residual se obtuvo la fraccion de

citoesqueleto.

7.6.3 Fraccion de citoesqueleto (proteinas no solubles en Triton X-100)

El botdn celular se incubé nuevamente por 30 min con la solucibn amortiguadora
de TX adicionado con deoxicolato de sodio al 0.5% y SDS al 0.1%. Se centrifug6 a

12000 rpm por 30 min y el sobrenadante se congel6 a -70°C.

7.6.4 Fraccion nuclear

Después de recuperar las células tumorales en PBS, se centrifugaron a 1500 rpm
a 4°C por 10 min. El boton celular se lavé con PBS frio centrifugando a 1500 rpm a
4°C durante 10 min. Al botén celular se le afadié la solucidn amortiguadora A
(NaCl 150 mM, MgCl> 5mM, KH2PO4 1mM, EGTA 1 mM, DTT 0.2mM, PMSF
1mM, 1% de Tritdon X-100). Se agitd, e inmediatamente se centrifugd a 1500 rpm
durante 10 min; el botén se resuspendid6 en una mezcla 1:1 de solucién
amortiguadora A y solucion amortiguadora B (HEPES 10mM, NaCl 40 mM, MgCl»
150 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 1mM, PMSF 0.5 mM vy glicerol 25%). Se incubd a
4°C durante 2 h, posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min. La

pastilla nuclear se traté con una mezcla de soluciéon amortiguadora A y de solucion
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amortiguadora B en proporcion 1:1. El extracto se diluyd con un volumen igual de

glicerol al 87%. Se almacend a -20°C hasta su uso.

7.7 INVUNOPRECIPITACION

A cada extracto celular se le determiné la concentracién de proteinas por el
método de micro BCA (Pierce, Rockford, IL, USA). Por cada 500 ug de proteina se
adicioné 20 ul de proteina G al 5% (Amersham Biosciences) para eliminar el
pegado inespecifico. Se incub6 a 4°C por 1 h y se centrifugé a 13,000 rpm durante
10 min. Al sobrenadante proveniente de este tratamiento se le adicion6 2 ug del
anticuerpo anti-B-catenina o 5 ug de anti E-cadherina, se incubd en agitacion a
4°C por 4 h. Después de la incubacion se adicion6 50 ul de proteina G al 5% y se
incubo toda la noche a 4°C en agitacion. Posteriormente se centrifugé a 9000 rpm
a 4°C durante 30 min. Se recupero el complejo Ag-Ac-Proteina G y se lavé tres
veces con la solucién de lavado (NaCl 150 mM, Tris HClI 20mM, EDTA 1mM,

NaVO4 0.2 mM, PMSF 0.25 mM) para realizar el Western blot.

7.8 WESTERN BLOT

45



El complejo Ag-Ac-Proteina G se diluyd en solucion de Laemmli (Laemmli, 1970) y
se hirvid por 3 min. Se corrié el complejo Ag-Ac-Proteina G en condiciones
desnaturalizantes en gel de acrilamida/bisacrilamida al 8% a 80V por 2 h. Las
proteinas separadas fueron transferidas al papel de nitrocelulosa y se realizo la
inmunodeteccion, probando previamente distintas diluciones de los anticuerpos
primarios en las tiras. Las diluciones empleadas de cada anticuerpo se indican a

continuacion:
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Tabla 3. Diluciones estandarizadas de los anticuerpos empleados en western blot.

. o o Anticuerpo secundario ~ Complejo
Anticuerpo primario (Dilucion
. biotinilado ABC
Optima) L : .
(Dilucion optima) (Dilucion)
Anti B-catenina Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti E-cadherina Conejo anti-raton
1:800
(1:300) (1:200)
Anti a-catenina Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti-APC-C Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti-APC-N Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti-fosfoserina Cabra anti-conejo
1:800
(1:200) (1:500)
Anti-fosfotirosina Conejo anti-raton
1:800
(1:200) (1:200)
Anti-fosfotreonina Cabra anti-conejo 1-800
(1:200) (1:500) '
Anti-actina Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
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El revelado fue realizado por quimioluminiscencia empleando el kit antes
mencionado y la deteccion se realizd mediante el sistema de imagen ChemiDoc

XRS de Bio-Rad Loboratories, CA, USA.

7.9 WESTERN BLOT DE LA FRACCION NUCLEAR

Las fracciones nucleares de la linea SW480 (control) y de la linea de carcinoma
pulmonar A-427 se corrieron en un gel en gradiente con un rango de
concentracion del 5 al 12% de acrilamida/bisacriiamida en condiciones
desnaturalizantes a 100 V. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a la
membrana de nitrocelulosa. Se probaron distintas diluciones de los anticuerpos y
las empleadas se muestran a continuacion:

Tabla 4. Diluciones estandarizadas para de anticuerpos empleadas en el blot de la

fraccién nuclear.

: o : : Complejo
Anticuerpo primario Anticuerpo secundario ABC
(Dilucion 6ptima) (Dilucion 6ptima) o
(Dilucion)
Anti B-catenina Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti Lamina B Conejo anti-cabra
1:800
(1:300) (1:500)
Anti-APC-C Cabra anti-conejo
1:800
(1:500) (1:500)
Anti-APC-N Cabra anti-conejo 1:100
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(1:500) (1:500)

El revelado y la deteccidén se realizaron por quimioluminiscencia como se indico

previamente.

7.10 INMUNOFLUORESCENCIA

En las lineas SW480 y A-427 se probaron diferentes diluciones de los anticuerpos

y finalmente se emplearon:

Tabla 5. Diluciones estandarizadas de los anticuerpos empleados en la

inmunofluorescencia.
Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
(Dilucion optima) (Dilucion 6ptima)
Anti B-catenina Anti cabra-Alexa 594
(1:100) (1:100)
Anti p-p-catenina Anti conejo-Alexa 488
(1:50) (1:50)

El nucleo celular se tind con 4',6-diamidino-2-dicloruro de fenilendol (DAPI) de
Sigma Aldrich en una dilucion 1:100. Las preparaciones se observaron a 100X en

el microscopio Leica y se adquirieron las imagenes con la camara Leica DC 300.
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8. RESULTADOS

8.1 INMUNOHISTOQUIMICA EN CORTES HISTOLOGICOS DE PACIENTES
CON CARCINOMA PULMONAR

El tejido epitelial cilindrico ciliado pseudoestratificado de pulmdn sano asi como el
tejido epitelial sin alteraciones presente en los carcinomas pulmonares mostraron
una localizacion basolateral de la B-catenina (Fig.11). Los hepatocarcinomas
presentaron una localizacion nuclear de B-catenina, como ha sido reportado
previamente (Tien et al., 2005b) (Fig.12).

En los carcinomas pulmonares, tanto los adenocarcinomas como los carcinomas
epidermoides bien diferenciados mostraron una localizacién de p-catenina en la
membrana de las células. Los carcinomas moderadamente diferenciados
mostraron un patrén de distribucion de la B-catenina principalmente en el
citoplasma de las células presentando algunos casos una tincidn tanto en la
membrana como en el citoplasma. En cambio, en los carcinomas pobremente
diferenciados, la p-catenina se encontré en el citoplasma o no se observo. Es
importante hacer notar que bajo nuestras condiciones de tincién ninguno de los
carcinomas estudiados presentaron células malignas con tincion nuclear de -

catenina (Ver: tabla 6 y Fig. 13).
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Tabla 6. Expresion de B-catenina en los cortes histolégicos de carcinoma pulmonar.

Patron de localizacion
Membranoso
Citoplasmico

Nuclear

No expresion

Tipo histolégico

Adenocarcinoma

Carcinoma Epidermoide

BD MD PD
80% 20% Negativo
10% 80% 70%

Negativo Negativo Negativo
10% Negativo 30%

BD MD PD
67% 33% Negativo
33% 67% 60%

Negativo  Negativo  Negativo

Negativo  Negativo 40%

BD: Bien diferenciado. MD: Moderadamente diferenciado. PD: Pobremente diferenciado
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Figura 11. Localizacién basolateral de p-catenina en tejido epitelial pulmonar.




Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Figura 12. Localizacién nuclear de B-catenina en hepatocarcinoma.
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LOCALIZACION

MEMBRANA

X

ADENOCARCINOMA #

CARCINOMA
EPIDERMOIDE

Figura 13. Expresion de p-catenina en carcinoma pulmonar



Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

8.2 INMUNOCITOQUIMICA EN LINEAS CELULARES DE CARCINOMA
PULMONAR

La linea celular MDCK se empled como control de la expresion membranal del
complejo de adhesion E-cadherina-cateninas. Las moléculas E-cadherina, -
catenina y o-catenina se observaron exclusivamente en la membrana de las

células. Estos resultados son similares a los reportados previamente en esta linea

celular (Chen et al., 1999).

I Y N ool
Figura 14. Expresion membranal de E-cadherina, pB-catenina y a-catenina en la linea celular
MDCK.

En el carcinoma pulmonar, las cuatro lineas mostraron los siguientes resultados:
Ninguna de las 4 lineas celulares expresaron E-cadherina. En las lineas Calu-1,

3.B.1.A. y SK-LU-1 la expresion tanto de la B-catenina como de la APC fue en las
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

células que se encontraban en mitosis. En cambio la linea celular A-427 mostro

una localizacion citoplasmica de B-catenina y de APC (Fig. 15y tabla 7).
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

E-cadherina B-catenina APC-C APC-N

& &

Calu-1

SKLU-1

3.B.1.A

Figura 15 Localizacién de E-cadherina, p-catenina y APC en lineas tumorales pulmonares.
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Tabla 7. Localizacién de p-catenina, APC y E-cadherina en las lineas celulares.

Anticuerpos:
Linea Tipo Anti Anti Anti-APC
Celular histolégico E-cadherina  p-catenina  carboxilo amino
A-427 Adenocarcinoma Negativo Citoplasma Citoplasma Citoplasma
. . . Célulasen  Célulasen  Células en
Calu-1 Epidermoide Negativo o o .
mitosis mitosis mitosis
. . Célulasen  Célulasen  Células en
3.B.1.A. Adenocarcinoma Negativo o o o
mitosis mitosis mitosis
. . Célulasen  Ceélulasen  Células en
SK-LU-1 Adenocarcinoma Negativo o o o
mitosis mitosis mitosis

Ya que la linea celular A-427 fue la unica que presentd una localizacion de la B-

catenina en el citoplasma y este patron de tincion se observo preferentemente en

los cortes histolégicos de adenocarcinoma pulmonar pobremente diferenciados, se

empled para analizar los diversos objetivos trazados en este estudio.

8.3 INMUNOPRECIPITACION

Con la finalidad de demostrar si la B-catenina citosélica se encontraba asociada a

otras moléculas del complejo de adhesion, se realizaron inmunoprecipitaciones de

los extractos celulares de las fracciones de extracto total, de membrana-
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

citoplasma y de citoesqueleto de la linea celular A-427. Como controles se
emplearon las distintas fracciones obtenidas de las lineas celulares MDCK y
SW480.

En la linea celular MDCK, tanto el extracto total, de membrana-citoplasma y de
citoesqueleto al incubarse con anticuerpos anti E-cadherina o anti beta-catenina,
co-inmunoprecipitan las moléculas B-catenina (92 kDa) y la a-catenina (97 kDa)
asi como la E-cadherina y la a-catenina, respectivamente. Por lo que el complejo
de adhesion E-cadherina/cateninas se encuentra integro en la membrana en la
linea celular MDCK, como se observd por inmunocitoquimica y ha sido
previamente reportado (Chen et al.,, 1999; Pollack et al., 1997; Capaldo and

Macara, 2007). Ver Fig. 16.
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

MDCK

Extracto total impp:anti—-E—-cadherina

A

M

anti—p anti—o anti—E

Extracto membrana y citoplama impp:anti-P-catenina

B

= =

anti—f anti—a.

M

Extracto citoesqueleto impp: anti-E-cadherina

C

anti—o anti—E

M anti—p

M=marcador de pesos moleculares. Anti B-catenina (anti-g) = 92 kDa. Anti a-catenina (anti-o) = 97

kDa. Anti E-cadherina (anti-E) = 120 kDa.

Figura 16. Extractos de la linea celular MDCK. Extracto total y de citoesqueleto fueron tratados con
anti E-cadherina (A y C). Extracto de membrana-citoplasma fueron tratados con anti B-catenina (B).

En la linea celular A-427 de carcinoma pulmonar ninguna de las fracciones
analizadas (extracto total, membrana-citoplasma y citoesqueleto)

inmunoprecipitaron con E-cadherina al emplear el anticuerpo correspondiente.
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Tampoco se observo la banda de 97 kDa de la B-catenina ni la banda de 102 kDa
de la a-catenina. Estos resultados indican que la E-cadherina no se expresa en
esta linea celular y concuerdan con los resultados obtenidos previamente en la
inmunocitoquimica donde no se observo tincion de E-cadherina (Fig. 15).

La inmunoprecipitacion empleando el anticuerpo anti B-catenina en los extractos
de membrana-citoplasma y citoesqueleto de la linea celular A-427 reveld que esta
molécula solo se encuentra en la fraccion membrana-citoplasma de las células y
no en la fraccion de citoesqueleto. Ademas, la B-catenina no se encuentra
asociada a la a-catenina ya que esta banda no fue co-inmunoprecipitada con la -
catenina. Esta linea solo expres6 la molécula B-catenina con una localizacion

citoplasmatica (Fig. 17).
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Fraccién de membrana y citoplasma. Inmunoprecipitacién con anti-f-catenina

205 i—

116
97

M  anti-B anti-E anti—«

Fraccitn de citoesqueleto, Inmunoprecipitacion con anti-f-catenina

205

118
oY

anti-B anti—E anti-o

M

Figura 17. Inmunoprecipitacién con anti p-catenina de la fraccibn membrana-citoplasma y de
citoesqueleto obtenidas de la linea celular A-427. Inmunoblot con anti B-catenina (anti-B), anti E-
cadherina (anti-E) y anti a-catenina (anti-a).

Para determinar si la B-catenina citosolica de la linea A-427 se encontraba
fosforilada se emplearon los anticuerpos anti-tirosina fosforilada, anti-serina
fosforilada, y anti-treonina fosforilada, encontrandose los siguientes resultados: La
B-catenina citosodlica no se encontr6 fosforilada en residuos de tirosinas (Fig. 18).
Se ha reportado que la fosforilacién en tirosinas favorece la disociacion de j-
catenina con la E-cadherina presente en la membrana de la célula (Hirohashi and

Kanai, 2003; Nawrocki et al., 1998; Foty and Steinberg, 2004). Ya que la linea
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

celular A-427 carece de E-cadherina, la presencia de B-catenina en el citoplasma
no es resultado de su disociacion con E-cadherina.

En contraste, la p-catenina se encontré fosforilada en residuos de serinas vy
treoninas (Fig. 18). La fosforilacion en estos sitios se debe a la accion del complejo
APC-axina-GSK-3p sobre la B-catenina, proceso previo e imprescindible para que
se lleve a cabo la ubiquitinizacion y degradaciéon de la f-catenina por el

proteasoma (Conacci-Sorrell et al., 2002).

Fraccioén citopldsmica. Inmunoprecipitacion con anti—-—catenina

116
A a7

M anti—p anti-pS anti-pY anti-pT
REUTILIZACION
116
-

anti-f anti—f antl— anti—3

Figura 18. A) Extracto de fraccidn citoplasmica de la linea A-427 Inmunoprecipitacién con anti -
catenina. Inmunoblot con anti p-catenina (anti-B), anti-serina fosforilada (anti-pS), anti-tirosina
fosforilada (anti-pY) y anti-treonina fosforilada (anti-pT). Pesos Moleculares: pB-catenina = 97 kDa.

B) Reutilizacién de la membrana (A) e inmunoblot con anti B-catenina.
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

Se ha reportado que la cinasa GSK-3p actua en la B-catenina fosforilando los
residuos serina 33, serina 37 y treonina 41 (Prunier et al., 2004;Behrens and
Lustig, 2004;Clevers, 2006). Para demostrar que la GSK-3p emplea como
substrato a la B-catenina, se usé un anticuerpo que reconoce a la B-catenina
fosforilada en serina 33. El resultado indica que la p-catenina citoplasmatica se
encuentra fosforilada especificamente en este sitio. Ver Fig. 19.

Se ha reportado que la B-catenina citoplasmica una vez fosforilada, y de manera
previa a su degradacion por el proteasoma, requiere de su ubiquitinizacién (Aberle
et al., 1997). La alteracidbn en este proceso no parece ser la causa de la
localizacién citoplasmica de la B-catenina en la linea A-427, ya que la B-catenina
ubiquitinizada pudo ser detectada empleando anticuerpos que reconocen dichos
residuos. Ver Fig. 19. Los resultados anteriores demuestran que en la linea celular
A-427, la presencia de B-catenina citosolica no se debe a su disociacion con E-
cadherina. Mas aun, en el citoplasma celular se encuentra fosforilada y
ubiquitinizada y tal vez su presencia en este compartimento celular se deba a que

no pueda ser degradada debido a afectaciones a nivel del proteasoma.
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Fraccion citoplésmica, [nmunoblot

116
97

M anti— anti—pP

Fraccion citopldsmica. Inmunoprecipitacion con antl-p-catenina

116
B
97

M anti-p anti-pp anti—ubq

Figura 19. Extracto de fraccion citoplasmica de la linea A-427:
A) Inmunoblot con anti-beta-catenina (anti-B), anti-beta-catenina fosforilada en serina 33 (anti-pp).

B) Inmunoprecipitacion con anti B-catenina. Inmunoblot con anti-beta-catenina (anti-g), anti-beta-
catenina fosforilada en serina 33 (anti-pf) y anticuerpo que reconoce residuos ubiquitinizados (anti-
ubq).

8.4 WESTERN BLOT DE LA FRACCION NUCLEAR

A pesar de que los resultados obtenidos indicaban la presencia de B-catenina

citosodlica, se estudio la posible existencia de la B-catenina en el nucleo de las
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células A-427, lo cual se realiz6 empleando dos metodologias: a) western blot y b)
inmunofluorescencia. Como control positivo se utilizé la fraccion nuclear de la linea
SW480 (Sheng et al.,, 1998). Se empleé a la lamina como un marcador de
proteinas nucleares y a la B-actina como marcador de proteinas citoplasmicas
(Fig. 20). Se ha reportado que en la linea SW480 el gen de APC se encuentra
mutado, lo que favorece la localizacion nuclear de B-catenina. En los resultados
obtenidos se observé una banda correspondiente a la B-catenina nuclear y
también se presentd una banda que corresponde a la proteina mutada de APC, la
cual se ha reportado que también se transloca al nucleo (Henderson and Fagotto,
2002).

En cambio, en la linea celular A-427 se encontré una ligera banda de p-catenina la
cual tal vez pudo deberse a una ligera contaminacién de la fraccién nuclear con
proteinas de citoplasma. Por lo anterior se selecciond la inmunofluorescencia
como metodologia alterna para demostrar la presencia o ausencia de p-catenina

nuclear.
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SW480

116
g7

68

M anti-f  anti-L anti-APC-C anti-APC-N
A-427

116

97

68

M anti—]} afiti=L

Figura 20. Fraccién nuclear de las lineas celulares SW480 y A-427. Inmunoblot: anti-B-catenina
(anti-B), regién carbolxilo de la molécula de APC (anti-APC-C), regién amino de la molécula de
APC (anti-APC-N) y anti-lamina B (anti-L).

8.5 INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia permitio observar la localizacidon celular de la B-catenina
asi como de la B-catenina fosforilada en serina 33. En la linea SW480, el

anticuerpo anti-pB-catenina localizé a la B-catenina en los nucleos de algunas
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células (Fig. 21). El anticuerpo anti-pB-catenina ser 33 no mostro reaccion en estas

células.

Control isotipo

N\

Figura 21. Linea celular SW480. Inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti-p—catenina

conjugada con alexa 594 y contratefiida con DAPI. En el panel derecho se observa la localizacién

de B-catenina en el nicleo de algunas células.
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Localizacién celular de B-catenina en adenocarcinoma pulmonar

La linea de adenocarcinoma pulmonar A-427 present6 una tincidn citoplasmica de
B-catenina (Figuras 22 y 23) en todas las células al emplear el anticuerpo anti -
catenina (alexa 594), asi como con el anticuerpo anti B-catenina ser 33 (alexa
488). Ademas, no se observo tincion nuclear con el anticuerpo anti p-catenina

(alexa 594) (ver Fig. 22).
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Control|isotipo

Figura 22. Linea celular A-427. Inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti g-catenina. En el
panel derecho se observa la localizacién de B-catenina (alexa 594) en el citoplasma de las células.
En la parte izquierda del panel se observa solo el citoplasma celular y la localizaciéon de la B-

catenina (tincién roja) en el mismo.
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Control 1sotipo

Figura 23. Localizacion celular de [J-catenina fosforilada en serina 33 (alexa 488) en la linea A-
427. La U-catenina fosforilada (tincién verde) se observa en el citoplasma de las células.
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9. DISCUSION

La pérdida de adhesidn celular es un evento importante en el desarrollo, invasion y
metastasis de muchas neoplasias. El complejo de adhesién E-cadherina-cateninas
es crucial en el mantenimiento de la adhesion celular y en la homeostasis del
tejido. En cancer de pulmoén varios grupos han reportado una expresion
membranal y citoplasmica de E-cadherina y de p-catenina que correlaciona con el
grado de diferenciacion celular. En este sentido los carcinomas
bronquioloalveolares bien diferenciados muestran una expresion altamente
preservada de E-cadherina y B-catenina en la membrana, mientras que los
adenocarcinomas pobremente diferenciados presentan patrones alterados de
expresion (Hidaka et al., 1998). En el presente trabajo se localizé a la p-catenina
en la membrana de los adenocarcinomas y carcinomas epidermoides bien
diferenciados, mientras que en los casos pobremente diferenciados de estos
mismos tipos histologicos, la B-catenina se encontré en el citoplasma de las
células, o bien se pierde su expresion.

Las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar no expresaron la -catenina, a
excepcion de la linea A-427 donde se observo a la B-catenina en el citoplasma de
las células. Estas mismas lineas celulares no expresaron E-cadherina. Se ha
sugerido que la perdida de E-cadherina y B-catenina en cancer de pulmén es un

evento importante en la progresion de displasia a carcinoma /n sifu, observandose
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una ausencia total de estas moléculas en carcinoma invasivo, lo que sugiere que
la perdida del complejo E-cadherina/p-catenina es un paso importante para la
transformacion de cancer /in situ a cancer invasivo (Salon et al., 2005).

Se han sugerido varios mecanismos por medio de los cuales se inactiva el
complejo de adhesidon E-cadherina/f-catenina. EI mecanismo mas comun es la
metilacion del gen para E-cadherina evento reportado en varios tipos de cancer
como: higado, préstata, mama, oral, estbmago, esdfago, colon y utero. Este
mecanismo también se ha reportado en cancer de pulmon de células no pequenas
(NSCLC), asi como en células epiteliales bronquiales y en células mononucleares
provenientes de fumadores; lo que sugiere que la metilacion del gen para E-
cadherina ocurre en etapas tempranas de la carcinogenesis del pulmon (Salon et
al., 2005;Shimamoto et al., 2004;Russo et al., 2005).

Otro mecanismo que puede producir la inactivacion del complejo de adhesion E-
cadherina/p-catenina es la fosforilacién en tirosinas de E-cadherina y B-catenina.
En cancer de pulmén se ha reportado que el EGFR incrementa el nivel de
fosforilacion en tirosinas del complejo y en consecuencia la pérdida de adhesion
(Salon et al., 2005;Al Moustafa et al., 2002). En el presente trabajo se realiz6 la
inmunoprecipitacion de la B-catenina a partir de extracto citoplasmico de la linea
A-427 encontrandose por inmunoblot que la B-catenina se encontraba fosforilada

en serinas y treoninas, pero no en tirosinas, o que sugiere que la fosforilacion de
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B-catenina en tirosinas no es un mecanismo de inactivacion del complejo de
adhesion en esta linea celular.

Ya que la B-catenina se encontro en el citoplasma fosforilada en residuos de
serinas y treoninas, ésta debe ser degradada por el proteasoma a través de
ubiquitinacion, para tal evento su fosforilacion previa en treonina 41, serina 37 y
serina 33 es necesario. Estas fosforilaciones son realizadas por la CK1a y por la
GSK-3pB. Para que estas cinasas puedan actuar sobre la B-catenina, es preciso
que axina reclute a APC y a las cinasas formando un complejo proteico para la
eficiente fosforilacién de la B-catenina. Este complejo se forma cuando la via Wnt
no esta activa (Kikuchi et al., 2006). Ademas, la fosforilacion de B-catenina en
serinas y treoninas, encontrada en este trabajo, nos sugiere de manera indirecta
que la via Wnt no esta participando en la linea celular A-427.

La B-catenina, una vez fosforilada en serinas y treoninas, es reconocida por el
complejo enzimatico E1 que ubiquitina a la pB-catenina. En este trabajo, la B-
catenina presente en el citoplasma de las células A-427 se encontrd
ubiquitinizada. Tal vez su posterior degradacion por el proteasoma se encuentre
alterada, ya que se ha reportado que en las células tumorales este proceso se
encuentra afectado (Dalton, 2004).

La localizacidon nuclear de la B-catenina en células tumorales se ha asociado con
procesos de carcinogénesis principalmente en colén, como componente principal

de la via Wnt. Empleando inmunofluorescencia se compard la localizacion celular
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de la B-catenina en la linea A-427 con respecto a la linea de carcinoma de colon
SW480 en la cual se ha reportado una localizacion nuclear (Brabletz et al., 2005;
Kikuchi et al., 2006). Las células A-427 no expresaron a la B-catenina en el nucleo.
La localizaciéon nuclear de la B-catenina en carcinoma de pulmdn ha sido reportada
solo por algunos autores (Brabletz et al., 2005;Mazieres et al., 2005). Ademas,
diversos estudios en los tumores pulmonares reportan baja frecuencia de
mutaciones en los genes de APC y de B-catenina.

Los resultados de este trabajo sugieren que en la linea de adenocarcinoma
pulmonar A-427, la via Wnt no se encuentra activa ya que la B-catenina no se
observd en el nucleo de las células. Ademas, defectos en el proceso de
degradacion mediados por el proteasoma parecen ser responsables de la
acumulacién de B-catenina en el citoplasma, por lo que el importante papel
biolégico asignado a la B-catenina en la carcinogénesis, en la invasion y en la
metastasis de los tumores, no parece ser determinante en el proceso maligno que

conduce al desarrollo del cancer de pulmon.
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10. CONCLUSIONES

1.- En los carcinomas pulmonares bien diferenciados la B-catenina se encontrd en

la membrana celular.

2.- En los carcinomas pulmonares pobremente diferenciados, la p-catenina se

localizé en el citoplasma celular o no se expreso.

3.- La linea A-427 de adenocarcinoma pulmonar presentd una localizacion

citosodlica de B-catenina, similar a lo observado en los cortes histoldgicos.

4.- En la linea celular A-427, la B-catenina citosolica se encontro fosforilada en

serinas y treoninas pero no en tirosinas.

5.- En la linea celular A-427, la B-catenina citosolica se encontré fosforilada en

serina 33 asi como ubiquitinizada.

6.- En la linea celular A-427, la B-catenina no se observo en el nucleo de las

células.
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Los resultados anteriores nos permiten sugerir que la B-catenina se encuentra en
el citoplasma de la linea celular A-427 por que no puede ser degrada por el
proteasoma. Al no ser degradada, se acumula en este compartimiento celular. La
ausencia de la B-catenina en el nucleo observada en los cortes histologicos y en la
linea celular A-427, sugiere que en los carcinomas pulmonares la via Wnt a través
de la B-catenina, tiene una participacion menos importante o tal vez irrelevante en

el incremento de la proliferacion celular, la invasion y la metastasis.
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