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RESUMEN

Desde su descubrimiento en 1977 por Yasutomi Nishizuka, la proteina cinasa C (PKC) ha
sido el foco de atencidén de investigadores interesados en estudiar el cancer, ya que no
solamente es el blanco de moléculas promotoras de tumores, sino que esta implicada en
la activacion de oncogenes, en el control de la proliferacion celular y de la apoptosis. Por
lo tanto, es un enzima clave en el proceso de carcinogénesis. Existen datos que muestran
gue procesos de carcinogénesis intestinal estan asociados con alteraciones en la
actividad y expresion de las isoformas de PKC, pero la contribucién de estos cambios en
la progresion del tumor en este tejido continda aun sin definirse. Por otro lado, se ha
encontrado que la proteina calreticulina también muestra marcados cambios de expresion
en varios tipos de cancer y en recientes estudios se ha reportado su interaccion in vivo
con la PKC.

El objetivo del presente trabajo fue investigar si hay expresion diferencial de calreticulina y
de isoformas de PKC en lineas celulares normales y malignas de colon. Mediante
estudios de inmuno-blot demostramos la presencia de ocho isoformas de PKC con
expresion diferencial significativa entre las células normales y malignas. Se encontré en
lineas celulares malignas una sobre-expresion de las isoformas ll, ¢, u, y ¢, una
disminucion de expresion de isoformas a, Bl, y 8 y la expresion exclusiva en carcinoma
de la isoforma mn. Mediante estudios de inmunoblot e inmunofluorescencia con
calreticulina, se encontraron diferencias de expresion entre células normales y malignas
en las fracciones nucleares pero no en las citoplasmicas. Se encontro que la expresion de
calreticulina en el nucleo es mayor que la normal en las células cancerosas HT-29, pero
en las células malignas RKO es menor la expresion que en su contraparte normal. Esto
sugiere que la expresion de estas proteinas puede estar relacionada con la patologia del
cancer colo-rectal y con el estado de diferenciacién del tumor.



1. INTRODUCCION

Los seres vivos tanto unicelulares como pluricelulares tienen mecanismos de
comunicacioén, que les permiten reaccionar ante el medio; ya sea externo, en los
organismos unicelulares o, como en el caso de las células de un organismo pluricelular,
reaccionar a las sefiales del medio interno, generando una respuesta al exterior o
regulando algun proceso al interior. Esta habilidad de las células de recibir y actuar en
respuesta a sefiales emitidas mas alla de la membrana plasmatica es fundamental para la
vida, haciéndose mas compleja conforme pasamos de la unicelularidad a seres con una

organizacion tisular.

Las células bacterianas perciben sefales por medio de los receptores de membrana que
monitorean el medio circundante, y esto les permite responder a estimulos tales como pH,
fuerza osmdtica, disponibilidad de comida, oxigeno, predadores, competidores, etc. En
organismos mas complejos como vegetales y animales, los distintos tipos celulares
intercambian una amplia variedad de sefiales: informacion de su entorno y de las
actividades metabdlicas interdependientes que se llevan a cabo en diferentes tejidos. En
todos estos casos las sefiales son detectadas por receptores especificos y se traducen en

respuestas celulares apropiadas.

A pesar del inmenso numero de sefales biologicas, asi como igual cantidad de
respuestas, los organismos usan solo unos pocos mecanismos evolutivamente
conservados para detectar sefiales extracelulares y transducirlas en cambios

intracelulares (Nelson & Cox, 2000).

La transmision de una sefal involucra la interaccién de un ligando extracelular con una
proteina que tiene dominios en ambos lados de la membrana. La union del ligando
estabiliza la conformacion del receptor, de una forma inactiva en una activa. El principio
basico de esta interaccién es que la unién del ligando en el lado extracelular modifica la
actividad del dominio receptor en el lado citoplasmico, desencadenando una actividad

catalitica. El proceso es llamado transduccion de sefiales debido a que una sefial ha sido



en efecto transducida a través de la membrana y provee de una amplificacion de la sefal

original (Lewin, 2000).

Estos mecanismos de comunicacion a veces sufren alteraciones debido a mdultiples
factores, tanto genéticos como epigenéticos, que ocasionan fallas en la actividad celular,
dando como resultado en algunos casos una proliferacién excesiva de las células, lo que
en muchos casos resulta en una transformacion maligna de las mismas.

Debido a que diversos estudios han descubierto una red de intercomunicacion entre estos
sistemas de sefializacion y que una via puede interaccionar con otra, en el presente
trabajo se estudiaron dos proteinas que han sido recientemente reportadas como
interactuantes in vitro, y se ha sugerido que participan en el desarrollo y progresion de la

carcinogénesis colo-rectal.

1.1 Céancer

El cancer ha sido definido de muchas maneras, comenzando por las observaciones
de la angiogénesis hechas por Hipocrates, en donde la palabra cancer se refiere a los
gruesos vasos sanguineos que alimentan los tumores y que recuerdan las tenazas de un

cangrejo (Feinberg et al., 2006).

Existe un equilibrio particular en cada 6rgano en lo concerniente a proliferacion y muerte
celular. A este estado fisiologico se le denomina cinética celular normal y se regula en
cada tejido segun su funcién. La ruptura de este equilibrio a favor de la acumulacién de
células somaticas, ya sea por mecanismos genéticos o epigenéticos llevan a la aparicion
de fenotipos alterados que son sujetos a seleccidn; ésta es la esencia del origen de las
neoplasias. El proceso durante el cual las mutaciones sucesivas convierten una célula
normal en un clon de células neoplasicas y su progenie sobrepasa los controles normales
de proliferacion y territorio se denomina carcinogénesis (Nowell, 1974). En la vision de la
carcinogénesis como un proceso multifactorial, cada paso mutacional conduce a la
expansiéon clonal de células que llevan la nueva mutacién: de este modo, la probabilidad

de que mutaciones mdultiples ocurran en una misma célula se incrementa. Sin esta



expansion clonal de células mutantes, las probabilidades de acumulacion de varios
eventos poco frecuentes en la misma célula serian muy bajas (McCormick, 1999).

El ritmo normal de mutaciones y sus mecanismos de reparacion, asi como las vias hacia
la apoptosis, se ven afectados en el cancer, ya que de forma habitual las células son
capaces de reparar la gran mayoria de sus mutaciones (Ponder, 2001).

Se conocen gran cantidad de genes y sus productos, asi como las funciones de estas
moléculas en el complejo engranaje intracelular. La gran mayoria de las neoplasias se
inician por mutaciones o0 expresiones anormales en genes que cumplen las funciones de
proliferacion celular, apoptosis, reparacion del DNA y envejecimiento celular. Después, las
divisiones celulares sucesivas de esta poblacion tumoral inicial producen nuevas
mutaciones que alteran otras funciones celulares y otorgan nuevos atributos biologicos
como: motilidad celular, adhesividad celular, proteccion inmunolégica y metastasis. La
alteracion de cada funcion celular varia con el tipo de tumor. Las caracteristicas del
fenotipo canceroso, de manera general, son: ignorar las sefiales antiproliferativas y de
diferenciacion, capacidad de proliferacion sostenida, evasion de apoptosis, invasion y
angiogénesis (Hanahan & Weinberg, 2000; Alberts et al., 2002).

Las células cancerosas poseen todo tipo de mutaciones incluyendo las puntuales, las
deleciones o pérdida de un segmento grande del cromosoma, la amplificacion, la
translocacion y las aneuploidias, que afectan el nimero de cromosomas. La exposicion
continua a los agentes carcinogénicos provoca variaciones genéticas progresivas en las
células susceptibles. La mayoria de los carcin6genos no son activos en su forma inicial,
pues requieren de una transformacién metabdlica en el organismo mediada por los
citocromos P450, cuya expresion varia en cada individuo. Algunas personas no poseen
las enzimas que metabolizan los pro-carcinégenos y esto los protege frente a su efecto
mutagénico. Esto explica, en parte, la diferente frecuencia de tumores en individuos con el

mismo grado de exposicion a agentes quimicos (Ferbeyre & Garcia, 2005)

Muchos factores, ya sea de tipo genético o epigenético, pueden influenciar la proliferacion
celular excesiva que evoluciona en cancer. En cuanto a los factores de tipo genético hay

de varios tipos:



De ganancia o adquisicion de una funcidn genética, que es un mecanismo en donde los
genes que tienen funciones en el control normal de crecimiento celular o la diferenciacion
tienen una activacién inapropiada y debido a esto, por una variedad de mecanismos,
pueden conducir a cancer. Los genes celulares activados de forma normal fueron
llamados “proto-oncogenes” y su contrapartes activadas “oncogenes”.

La pérdida de funciones genéticas es otro mecanismo en la carcinogénesis, en donde la
pérdida de un “gene supresor de tumores”, a diferencia de los oncogenes, es requerida
para la tumorigénesis. Las mutaciones de pérdida de funcion son mucho mas comunes
gue las mutaciones de ganancia de funcion en el caso de cancer hereditario (que se da
por alteraciones heredadas en la secuencia de DNA de la célula) (Ponder, 2001; Alberts
et al., 2002), debido a que la pérdida es enmascarada durante el desarrollo por el alelo
normal restante. En términos de “genes supresores” hay dos categorias: en la primera la
pérdida de la funcion (debida a cualquier mecanismo) esta limitada al desarrollo de cancer
y recae directamente en una via decisiva. El segundo grupo acelera la adquisicién de
cambios en la via, pero su pérdida no es la esencial y su accién recae fuera de la via
decisiva; son genes involucrados en la reparacion del DNA y la integridad del genoma
(Alberts, et al., 2002)

La pérdida de heterocigosis (LOH loss of heterozygosity) se da cuando la pérdida
somatica de un alelo, de un gene supresor, involucra la pérdida de material cromosoémico
en un rango que va de una sub-banda al cromosoma completo. Aunque existe evidencia
que el silenciamiento epigenético, mas que la mutacion, es un mecanismo comun para

suprimir la funcion génica (Ponder, 2001).

Por el lado de los factores epigenéticos tenemos la metilacion de DNA como mecanismo
de determinacion del destino celular en la embriogénesis, mecanismos epigenéticos de
disrupciéon, en el caso de la traduccion génica, como responsables de la pérdida de
traduccion (LOI, loss of imprinting) (Kaneda & Feinberg, 2005; Feinberg, 2006). Se ha
observado que la metilacion de las regiones ricas en dobletes de citosina-guanina (“islas

CpG”), en la regiéon promotora de las células somaticas, es un mecanismo comun de



silenciamiento epigenético de uno o de los dos alelos de los genes supresores de tumores
(Ponder, 2001).

Eventos exdgenos en los alrededores de la célula cancerosa también pueden determinar
su destino; tal es el caso de heridas e inflamacion crénica, que se asocian con cancer.
Sus efectos pueden estar mediados a través de mitogénesis incrementada, lo que se
asocia con un aumento en la mutacién, o a través de efectos paracrinos como el de las
células inflamatorias, que incrementan la produccién de metaloproteinasas de matriz. Otro
factor importante son las variaciones en los niveles de hormonas o factores de
crecimiento circulantes, que muestran asociaciones significativas con el riesgo de cancer
(Ponder, 2001).

Se han observado patrones en las alteraciones o eventos genéticos, necesarios para el
desarrollo de canceres epiteliales comunes. No es de sorprender que el patron preciso de
las alteraciones génicas difieran entre canceres de diferentes tipos, y hasta del mismo
tipo. Pero los patrones no son aleatorios. Asociaciones especificas de eventos se han
visto dentro de tumores individuales y eso posiblemente refleja la evolucién de los
tumores en rutas particulares. De ahi la base del actual optimismo en el desglose
molecular de los tumores por cambios génicos o de expresion que provean informacion
de importancia clinica, tal y como actualmente se utiliza la historia clinica familiar de los
pacientes, pues desde hace tiempo que se ha reconocido la predisposicion hereditaria y

hay un espectro de posibilidades de que dicha historia refleje su predisposicion.

- Cancer colo-rectal (CRC) y Colon

El cancer es, sin duda, una de las enfermedades que ha irrumpido con mayor impetu
en el panorama epidemioldgico del pais desde finales del siglo XX, convirtiéndose en un
problema de salud publica a nivel mundial no sélo por sus graves manifestaciones clinicas
y su alta letalidad, sino también por la gran variedad de factores de riesgo —genéticos y

epigenéticos- con los que se asocia.

México ha visto el aumento continuo de las enfermedades cronico-degenerativas, hasta

constituirse en las principales causas de muerte y de enfermedad, entrando el cancer en



este género. Entre 1922 y 2001 la proporcion de muertes por cancer en México pasoé de
0.6 a 13.1% de las defunciones totales ocurridas por todas las causas y en toda la
poblacion (108).

El cancer ocupa desde 1990 el segundo lugar como causa de muerte en el pais y desde
1980, en que el registro de informacion permitioé diferenciar la localizacion de la neoplasia,
han sido las principales causantes de las defunciones: a) trdquea, bronquios y pulmon, b)
estbmago y c) cérvico uterino; aumentando de forma alarmante el nUmero de casos de
cancer de colon en los ultimos afios. En el afio 2001 el cancer provocd 55,731
defunciones anuales, 52 y 48% para mujeres y hombres respectivamente (108). A nivel
internacional el cancer de colon se ubica entre los cinco canceres mas comunes, junto

con el de pulmén, estbmago, cérvico uterino y mama (Alberts, et al., 2002).

Médicos investigadores del ISSSTE y del Instituto Nacional de Salud Publica han
realizado un estudio, que revela que el cancer de colon afecta en igual proporcion a
hombres y mujeres, con un promedio de edad de los afectados de 63 afios, que en los
mayores de 45 afios, los enfermos por esta causa han aumentado 100%, y con una
mortalidad muy alta (46). Por estas razones, es importante continuar con el estudio de

esta enfermedad, aportando datos que ayuden a esclarecer este proceso.

-El colon

El epitelio intestinal se caracteriza por su alta tasa de autorenovacion, lo que lo hace
muy susceptible a la transformacion maligna y ademas presenta los paradigmas de la
biologia de las células troncales, establecida para otros tejidos con gran capacidad de
autorenovacion (Radtke & Clevers, 2005). Debido a que la homeostasis del epitelio
intestinal se fundamenta en el balance preciso entre proliferacion celular, diferenciacion y
apoptosis, representa un atractivo modelo experimental para el estudio integrado de la
homeostasis de estos procesos celulares, que se llevan a cabo en un lapso promedio de

tres dias y medio.

El colon forma parte del aparato digestivo, el cual absorbe y después suministra al

organismo un aporte continuo de agua, electrolitos y nutrientes. Para ello se requiere: el



transito de los alimentos a lo largo de todo el tubo digestivo; la secrecion de los jugos
digestivos y la digestion de los alimentos; la absorcion de los productos digeridos, el agua
y los distintos electrolitos; la circulacién de la sangre por los 6rganos gastrointestinales
para transportar las sustancias absorbidas, y un control de todas estas funciones por

parte de los sistemas nervioso y hormonal (Geneser, 2000).

A nivel microestructural el colon, como la epidermis de la piel, constituye una barrera
entre el cuerpo y el exterior. Mientras la epidermis esta constituida de mdiltiples capas
celulares, el epitelio intestinal consiste de una sola capa de fragiles células epiteliales.
Estas células absorben la mezcla resultante de productos biolégicos aprovechados
mientras mantienen el quimo indigerible y la microflora asociada dentro del lumen (Radtke
& Clevers, 2005).

La capa epitelial posee una topologia Unica; estd formada por una estructura
bidimensional plegada en valles (criptas) y crestas (vellosidades). En la base de las
criptas proliferativas residen las células troncales, las cuales dan origen a células hijas
que migran hacia arriba después de experimentar dos o tres ciclos de division, para
diferenciarse al alcanzar las crestas en células absortivas (enterocitos) o en células
secretoras de hormonas o de mucus. En estas crestas, finalmente, degeneran las células
a través de apoptosis y son desprendidas al lumen del intestino para su expulsion (Radtke
& Clevers, 2005).

Dos linajes principales de tipos de células diferenciadas se observan dentro del epitelio
intestinal: el linaje absortivo o enterocitos y el linaje secretor. Este Gltimo comprende a las
células caliciformes, al linaje enteroenddcrino, y a las células Paneth. Los enterocitos son
las células mas abundantes en el intestino, secretando hidrolasas y absorbiendo
nutrientes. Las células caliciformes secretan mucosas protectoras e incrementan en
namero del duodeno al colon. Las células del linaje enteroenddcrino secretan hormonas
(serotonina, sustancia P, o secretina) y las células Paneth, que solo se encuentran en el
intestino delgado, secretan agentes antimicrobianos como criptidinas, defensinas y
lisozima para controlar el contenido microbiano en el intestino delgado (ver Fig. 1 y 2)
(Potten, 1998; Radtke & Clevers, 2005).
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En cuanto a las moléculas que regulan dicha homeostasis, hay varias lineas de evidencia
experimental in vivo que han demostrado que la ruta de senalizacion “Wingless o “Wnt”,
juega un papel esencial en la homeostasis de tejidos de autorenovacion, como el epitelio
intestinal. Su relevancia en la biologia del colon se establecié hace mas de una década,
cuando se encontré que el gen que codifica para la proteina supresora tumoral APC
(Adenomatous Polyposis Coli), esta mutado en un ndmero abrumador de casos de
carcinoma de colon hereditarios o esporadicos Estudios moleculares, han demostrado
mutaciones activadoras de la via Wnt en aproximadamente el 90% de los casos
(Gregorieff & Clevers, 2005).

El elemento distintivo de la via candnica de Wnt es la regulacion de los niveles de -
catenina citoplasmicos (Fig. 3). La B-catenina es una proteina multifuncional que combina
las caracteristicas de una proteina estructural de las uniones adherentes con aquellas de
un factor de transcripcidbn. En ausencia de ligando Wnt (familia de glucoproteinas
palmitoiladas), la proteina B-catenina es fosforilada por las cinasas de serina/treonina,
caseina cinasa la lo que a su vez permite la fosforilacion por parte de la glucogeno
sintasa cinasa 3p (GSK-3B). La interaccién entre estas cinasas y la B-catenina es
facilitada por las moléculas de andamiaje Axina y APC, que en conjunto forman un
complejo de degradaciéon de la B-catenina; la B-catenina fosforilada es reconocida por el
sistema ubiquitin-proteosoma y subsecuentemente degradada. En ausencia del ligando
Whnt, este complejo de degradacion es muy activo y mantiene los niveles de p-catenina
citoplasmicos en un nivel bajo. Cuando los ligandos Wnt se unen a su complejo de
receptores, formado por el receptor de siete dominios membranales de la familia frizzled y
el co-receptor LRP/Arrow, inhiben la actividad de la GSK-3p a través de la fosfoproteina
Dishevelled, lo cual resulta en la estabilizaciéon y acumulacién de pB-catenina en el
citoplasma. La acumulacién citoplasmica de la B-catenina es un factor clave para su
posterior translocacion al ndcleo, donde interacciona con los miembros de la familia de
factores de transcripcion LEF/TCF, funcionando como activador transcripcional para
promover la activacion de factores proliferativos celulares (Amerongen & Berns, 2006;
Greforieff et al., 2005).
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Se han descrito tres mecanismos por los cuales se da la acumulacion de B-catenina en
células cancerosas: (1) inactivacién del gen supresor APC; (2) mutaciones supresoras de
la axina y (3) mutaciones en el extremo amino terminal de la B-catenina. Efectivamente,
aproximadamente en el 85% de los casos de cancer de colon se ha demostrado pérdida
de funcion de la proteina APC; este evento lleva a la acumulacién de (-catenina en el
nacleo, lo cual desencadena una respuesta transcripcional de genes involucrados en la
proliferacion (Fodde & Brabletz 2007; Gregorieff & Clevers, 2005).

Hasta aqui, hemos descrito la via de sefalizacion Wnt colocando a la B-catenina como un
elemento clave. Esta via se ha descrito ahora como candnica, para diferenciarla de al
menos 3 vias distintas de sefalizaciébn mediadas por ligandos Wnt, independientes de la
accion de la B-catenina. Hace aproximadamente 15 afios, fue descrita la activacion de los
receptores Frizzled principalmente por los ligandos Wnt 4, 5a y 11, sin una actividad
transcripcional aparente de la B-catenina (Kuhl et al., 2000). Mediante estudios realizados
en Drosophila, se describio la via de polaridad planar celular (PCP), la cual promueve la
activacion de la proteina cinasa jun-N-terminal (JNK) (Bejsovec, 2005). Por otra parte, se
observd que algunos receptores Frizzled, al igual que otros receptores de siete dominios
transmembranales, actuaban a través de proteinas G, activando la fosfolipasa C (PLC) y

la fosfodiesterasa. Este hallazgo sugiri6 que debfa producirse un aumento de Ca?



intracelular debido a la formacidén del mensajero IP;. Esta hipdtesis fue corroborada al
demostrarse que la inyeccibn de Wnt 5a, en embriones de pez cebra, aumentd
transitoriamente la concentracién de Ca** intracelular. El aumento de Ca* lleva a la
modulacién de proteinas tales como la proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina
Il'y la PKC; ademas, el diacilglicerol producido también por la activaciéon de PLC, activa a
la PKC (Fig. 4). Efectivamente, la expresion ectdpica de Wnt 5a resulta en la translocacion
de la PKC a la membrana plasmatica y aumenta su actividad de cinasa in vitro (Kuhl et al.,
2000; Bejsovek, 2005; Montcouquiol et al., 2006; Veeman et al., 2003).
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Fig 4. Via de sefializacion de Wnt no candénica. Modificada de Kuhl et al., 2000.

Se ha observado la importancia de la via de sefializaciébn no candnica, principalmente en
la modulacion de los movimientos celulares durante la embriogénesis (Veeman et al.,
2003); sin embargo, se conoce poco acerca de los posibles eventos de sefalizacion
independientes de la p-catenina en el mantenimiento de tejidos adultos de
autorenovacion, como es el caso del mantenimiento de células troncales y su posible
convergencia con otras vias intracelulares de sefalizacién, incluyendo la via Wnt
candnica. De este modo, el grado de entrecruzamiento de la ruta de sefializacién Wnt con
otras vias de sefializacion celular, apenas empieza a considerarse y es, sin duda, una
importante area de investigacion dado el potencial de la ruta Wnt de interactuar con la

actividad de otros oncogenes y la pérdida de supresores tumorales.



Debido a la posible convergencia entre PKC con una via no candnica recientemente
estudiada de Wnt, y a la reconocida participacion de PKC y Wnt en eventos de
carcinogénesis, hacen importante el estudio de la cinasa en un sistema biolégico como el

colon y el cancer colo-rectal.

1.2 Proteina cinasa C

La PKC forma parte de una familia de cinasas de serina/treonina que juegan un
papel clave en los procesos de transduccion de sefiales, acopladas a receptores que
inician una cascada de degradacidon de componentes lipidicos de membrana, para
controlar importantes procesos bioldgicos tales como desensibilizacidon de receptores,
procesos metabdlicos, neurotransmision, regulacion de la transcripcion, mediacion de la
respuesta inmune, memoria, diferenciacion celular y tumorigénesis Desde su
descubrimiento en 1977 por Yasutomi Nishizuka, la PKC ha sido el foco de atencién de
investigadores interesados en estudiar el cancer, ya que no solamente es el blanco de
moléculas promotoras de tumores, sino que esta implicada en la activacion de oncogenes,
en el control de la proliferacion celular, de la apoptosis y de la adhesividad celular
(Nishizuka, 1995; Toker, 1998).

Los estudios de clonacion molecular, asi como los andlisis bioquimicos, han revelado que
la PKC es una familia de 12 isoformas de cinasas de serinal/treonina con estrecha
homologia estructural en mamiferos y con enzimas homaélogas en levaduras, nematodos y
en la mosca de la fruta. Estas isoformas identificadas poseen diferencias en su
localizacion, propiedades cinéticas, especificidad de sustrato y pueden subdividirse en
tres grupos: las clasicas o convencionales (cPKC: a, Bl, Bll, y y) activadas por calcio,
fosfolipidos (como la fosfatidilserina o PS), ésteres de forbol y diacilglicerol (DAG); las
nuevas (NPKC: 8, g, n y 0 ) activadas solamente por ésteres de forbol, DAG y fosfolipidos,
aunque independientes de calcio; las atipicas (aPKC: { y 1, de la cual su homélogo en
ratbn se ha llamado PKCA) que no responden ni a calcio ni a DAG, y ademéas PKCpu o
PKD, que tiene multiples caracteristicas que la hacen una pariente lejana de las isoformas
de PKC. (Dorit & Kazanietz, 1999). Cada miembro de la familia de PKC posee diferente



modo de activacion, pero todos tienen en comun el requerir de fosfatidilserina (Griner &
Kazanietz, 2007; Farhadi et al., 2005; Newton, 2003).

Los activadores enddgenos de la PKC generalmente son de naturaleza lipidica. EI méas
importante, para las PKC convencionales y nuevas, es el 1,2-diacilglicerol (DAG),
producto de la degradacion del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP;). Otros son el acido
lisofosfatidico, la lisofosfatidilcolina, algunos &cidos grasos cis-insaturados como el
araquidénico y el oleico, quienes activan a la PKC en presencia de DAG. Se han
mencionado a otros lipidos como la ceramida y al fosfatidil inositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3)
como activadores especificos de las PKC atipicas no dependientes de DAG (Griner &
Kazanietz, 2007).

Los ésteres de forbol son los compuestos exdgenos mas comunes para activar a la PKC
de modo farmacoldgico. De este grupo de diterpenos, el méas utilizado es el TPA o
llamado también PMA (forbol miristato-acetato), el cual se aisl6 del arbol Croton tiglium. El
TPA, cuya actividad es tres 6rdenes de magnitud mas potente que el DAG, se intercala
rapidamente en la membrana y al unirse directamente a la PKC, la activa durante tiempos
prolongados, debido a que es poco metabolizable por la célula. Un activador con una
potencia igual o mayor al del TPA es la briostatina, sustancia derivada de briozoarios
marinos. Un rasgo especial de la briostatina, bajo ciertas condiciones, es su capacidad de
antagonizar algunos efectos bioldgicos del TPA. Otros compuestos exdégenos analogos
son resiniferotoxina, mezereina, timeleatoxina, ingenol y las DAG-lactonas. Todos ellos

activan a la PKC mimetizando bioguimicamente al DAG.

-Estructura

Cada isoforma de PKC es el producto de un gen separado, con excepcion de
PKCBI y BlI, que sufren procesamiento alternativo, siendo variantes del mismo gen.
Cada isoforma de PKC consiste de una sola cadena polipeptidica con dos dominios bien
definidos: el dominio regulatorio en el extremo amino y el dominio catalitico en el extremo
carboxilo. La region regulatoria posee los motivos involucrados en la union de los

cofactores fosfolipidicos y el Ca®" y participa en las interacciones proteina—proteina que



regulan la actividad y localizacion de PKC. La region carboxilo terminal es el dominio de
cinasa e incluye motivos involucrados en la union a ATP y union de sustrato. Los dominios
regulatorios y cataliticos estan conectados por una region “bisagra” que es altamente
sensible a rompimiento proteolitico por proteasas celulares (Dorit & Kazanietz, 1999).

Las enzimas poseen regiones que estan altamente conservadas entre las diferentes
isoformas: regiones C1 a C4, y regiones variables: V1 a V5. La regién C1 esta presente
en todas las isoformas de PKC y contiene un dominio de autoinhibicion o pseudosustrato,
gue se une al sitio de unién del sustrato en el dominio catalitico y mantiene la enzima en
un estado inactivo en la ausencia de cofactores y activadores. La secuencia de
aminoécidos del pseudosustrato se asemeja al motivo de fosforilacién en los sustratos de
PKC, pero posee un aminoacido no fosforilable (como alanina) en vez de serina o treonina
(House & Kemp, 1987).

Una caracteristica distintiva de la region C1 es la presencia de dominios ricos en cisteina,
que participan en la union del segundo mensajero DAG y los ésteres de forbol en las
PKCs clasicas y nuevas (Ono et al.,, 1989; Burns & Bell, 1991), mientras las PKCs
clasicas y nuevas tienen solo dos copias de estos motivos en tandem, sélo una copia se
halla en las PKCs atipicas. Las PKCs clasicas poseen una region C2 involucrada en la
unién de Ca®" inmediata al extremo carboxilo a los dominios ricos en cisteina. Un dominio
tipo C2 esta presente cerca del extremo amino en las PKCs nuevas, aunque este dominio

es incapaz de unirse a Ca®* (Sossin & Schwartz, 1993).

Los dominios ricos en cisteina de la region C1 unen con gran afinidad DAG y ésteres de
forbol en presencia de fosfatidil serina como cofactor, uniéndose los primeros en el mismo
sitio, y teniendo un alto grado de conservaciéon en los sitios de unién entre las diferentes
isoformas (Kazanietz et al., 1993). Cada uno de estos dominios ricos en cisteina requieren
de un minimo de 43 aminoacidos en el dominio para la union de los ésteres de forbol, y
poseen un motivo HX1,CX,CX1314CX2CX4HX,CX7C, donde H es histidina, C es cisteina, y
X es otro aminoacido. Cada dominio une fuertemente a dos atomos de Zn?*, resultando

en una estequiometria de 4 Zn®* por molécula de cPKC o nPKC (Dorit & Kazanietz, 1999).



Cada dominio rico en cisteina en PKC tiene una conformacion de estructura globular, y los
ésteres de forbol se unen en un surco formado por dos laminas B. El ligando no induce
cambios significativos en la conformacion del dominio rico en cisteina, pero cubre un sitio
hidrofobico al principio de la estructura formando una region hidrofébica contigua que
promueve la insercion del dominio en la bicapa lipidica (Zhang et al., 1995).

El dominio C2 en las cPKCs se encuentra inmediatamente después del extremo carboxilo
del dominio rico en cisteina y es un sitio de unién a Ca**. A pesar de la variacién en las
secuencias primarias, analisis estructurales revelan que se pliega en una estructura que
consiste de dos laminas B antiparalelas conectadas por asas con el sitio de unién a Ca?*
localizado en una de las orillas del dominio, y tiene cinco residuos de Asp conservados
involucrados en la coordinacién de dos iones de Ca®". El dominio C2 actlla como un
médulo de membrana, donde los iones de Ca?* y los residuos basicos contribuyen a la
union electrostatica de la membrana. En las nPKC los residuos de Asp que se requieren
para la unién de Ca®* no estan presentes, y es por eso que no cumple con esta funcién
(Sossin & Schwartz, 1993).

El dominio catalitico de las isoformas de PKC incluye los dominios C3 y C4; el C3 posee
el sitio de unién para ATP, el donador de fosfatos para la actividad fosfotransferasa; el C4
posee el sitio de unién para los sustratos. Cuando la PKC se mantiene en un estado
inactivo el pseudosustrato ocupa su sitio, bloqueando la unién de los sustratos. No hay
informacion estructural de este sitio (Dorit & Kazanietz, 1999).

El caso de la PKCu y su homélogo en ratén, PKD, es especial. A pesar de ser
considerada una isoforma de la familia de PKC, ésta difiere en su regulacion y la
selectividad de su sustrato. PKCu/PKD contiene un dominio transmembranal putativo en
el extremo amino, una region C1 con dos dominios ricos en cisteina que unen ésteres de
forbol y DAG, un dominio homodlogo de Plecstrina (PH) y no ha sido identificado un
dominio pseudosustrato en esta isoforma. El dominio catalitico exhibe algin grado de
similitud con los otros miembros de la familia PKC, pero estd mas relacionado con los

dominios de cinasa de la cadena ligera de miosina, de la cinasa de Dyctiostelium y de la



cinasa dependiente de Ca**/calmodulina. PKCp no fosforila sustratos importantes de otras

PKC y su localizacion es principalmente el aparato de Golgi (Dorit & Kazanietz, 1999).
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Figura 5. Estructura esquematica de las isoformas de proteina cinasa C. Todas tienen una estructura de
cinasa (en color cyan) y una extensién C-terminal que contiene dos sitios conservados de fosforilacion: un
sitio de autofosforilacion y un motivo hidrofobico. En las PKCs atipicas un residuo de glutamato ocupa la
posicion del fosfoaceptor,

Todas las isoformas tienen una secuencia de pseudosustrato (en verde) que es el extremo amino del
dominio C1 (en naranja). El dominio Clen una repeticion en tandem, presente en las PKCs nuevas y
convencionales, y funciona como sensor de diacilglicerol. Las PKCs atipicas tienen un dominio C1
[impaired] que no responde a los ésteres de forbol ni al DAG. Las PKCs convencionales tienen un dominio
C2 (amarillo) que funciona como médulo de union a fosfolipidos regulado por Ca2+, y en las nuevas PKCs
no se une ni a fosfolipidos de membrana ni a Ca2+. Modificado de Newton, 2003

-Activacion de la PKC

La base molecular del proceso de activacién de la PKC dista mucho de ser clara en
el presente y constituye un campo de estudio muy activo. Se ha demostrado que la
activacion de la enzima se regula por dos mecanismos distintos e igualmente importantes:
por fosforilacion y por la union de moduladores positivos (segundos mensajeros). Para
que pueda ocurrir el segundo mecanismo, es indispensable que la enzima haya sido
previamente fosforilada. La evidencia experimental indica que la PKC recién sintetizada

es convertida a su forma cataliticamente competente por transfosforilacion, por una cinasa



de la PKC (denominada PDK-1), en el asa de activacion localizada en su sitio activo. La
incorporacion de fosfato alinea correctamente a los residuos implicados en la catalisis y
localiza a la enzima en el citosol. Como consecuencia de la transfosforilacion, la PKC
sufre una autofosforilacion en su extremo carboxilo, que probablemente estabiliza la
conformacion cataliticamente competente. Esta forma de la enzima ahora puede ser
activada por la unién de moduladores positivos, tales como el diacilglicerol, fosfolipidos
acidos de cadena larga (particularmente la fosfatidilserina), y en el caso de las isoformas
convencionales de PKC, también por el calcio (Chou et al., 1998; Newton, 2003).

La siguiente fase de activacion es cuando esta PKC fosforilada contacta sus activadores.
El efecto de los activadores contribuye a promover la afinidad de PKC por los
compartimentos membranales, teniendo lugar la translocacion de PKC, es decir, la
enzima se redistribuye del citosol hacia las membranas. La translocacion posiblemente
contribuye a la activacion de la cinasa, al acceso a sustratos especificos y a la
degradacion de la enzima (Orr & Newton, 1992).

La activacion de PKC por segundos mensajeros que promueven su asociacion con las
membranas no parece deberse a una simple interaccion de ligando entre el DAG y la
molécula de PKC, por lo que varios modelos de su interaccion con lipidos han sido
propuestos. El modelo aceptado de la activacién de PKC por lipidos indica que en la unién
de DAG (o ésteres de forbol), en presencia del cofactor fosfolipidico, ocurre un cambio
conformacional en la enzima que remueve al pseudosustrato de su sitio de union, y una
vez removido, puede contribuir a su unién en la membrana a través de sus residuos
basicos [Orr & Newton 1992; Newton, 1993). En cuanto a la regulacién de PKC por Ca?
no se sabe demasiado. Un modelo indica que el Ca?* incrementa la afinidad de las
cPKCs por los fosfolipidos anionicos, y sugiere que las bajas concentraciones del cation
promueven una interaccion membranal débil, lo que se acompafia con cambios
conformacionales que no son suficientes para promover la activacion de la enzima.
Concentraciones mas altas de Ca?* producen un cambio conformacional que resulta en la

liberacion del pseudosustrato de su sitio de unién en el dominio catalitico, llevando a la



activacion de la enzima (Bazzi & Nelsestuen, 1990; Keranen & Newton, 1997; Medkova &
Cho, 1998).

En estudios recientes, se ha demostrado que ademas de los segundos mensajeros
lipidicos que regulan la activacion y redistribucion de PKC, existen proteinas de anclaje
isozima-especificas que controlan su actividad y/o localizacion intracelular. Se han
encontrado proteinas adaptadoras que forman complejos multienzimaticos con cinasas
y/o fosfatasas que se usan en mas de una via de sefializacion. La presencia de motivos o
modulos en las proteinas hacen posible la interaccion especifica entre ellas,
manteniéndolas en sitios especificos en los que sdlo tienen acceso a sustratos localizados
en ese lugar (Mochly-Rosen, 1995). Los estudios bioquimicos, genéticos y celulares han
revelado la existencia de un grupo heterogéneo de proteinas que se unen a PKC para
influenciar su localizacién intracelular, disponibilidad de sustratos, exposicion a
activadores alostéricos y a su re-localizacion dependiente de activacion dentro de la
célula, lo que ha abierto un nuevo campo de investigacién. Se han identificado varias
proteinas que son sustrato de PKC o que interaccionan con ella por medio de distintas
estrategias, como la de “overlay” o la de doble hibrido. En nuestro laboratorio, utilizando la
técnica de “overlay”’, se identific6 a calreticulina como una de las proteinas que
interaccionan especificamente con PKC, en la fraccion insoluble en Triton X-100 de
hepatocitos de rata, y se determin6 también que es fosforilada por PKC tanto in vitro como
in vivo (Rendon-Huerta et al., 1999).

-Funciones biolégicas de la PKC

Los primeros estudios sobre la importancia bioldgica de la PKC se obtuvieron
mediante el uso del activador TPA, aunque la dificultad, todavia vigente, es asignar una
respuesta en particular a cada una de las isoformas de PKC debido a que: 1) cada célula
por lo general co-expresa simultaneamente varias isoformas de PKC, 2) carencia de
inhibidores isozima-especificos (aunque ya existen para alguna de ellas, no para todas) y

3) carencia de activadores isozima-especificos.



El hecho de que la PKC fosforile un amplio espectro de proteinas que incluyen canales
i6nicos, proteinas de citoesqueleto y numerosas enzimas, confirma el papel esencial que
desempefia esta cinasa en la fisiologia celular. La distribucion selectiva de las isozimas de
PKC, proporciona una idea aproximada de su funcidon; ademas, la presencia de varias
isoformas en el mismo tejido o célula, sugieren que las PKCs por separado pueden
intervenir en distintas actividades celulares. Algunas de las respuestas celulares en donde
participa la PKC son: la desensibilizacion de receptores, regulacion de la transcripcion,
mediacion de la respuesta inmune, regulacion del crecimiento, proliferacion celular y
apoptosis, modulacion de dafio y reparacion de la barrera intestinal, y en los procesos
neuronales de memoria y aprendizaje, entre otros mas (Toker, 1998; Dempsey et al.,
2000; Farhadi et al., 2005; Harrington et al., 1997 y Lucas & Sanchez-Margalet, 1995).

1.3 Calreticulina

En 1974 se aisl6 una proteina con alta afinidad al Ca®* del reticulo sarcoplasmico de
musculo de raton y se le dio el nombre de HACBP (por: high affinity calcium-binding
protein) (Ostwald y MacLennan, 1974). La importancia de este hallazgo se hizo evidente
cuando se revel6 la presencia de la secuencia de retencion de proteinas en el reticulo
endoplasmico KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) en el extremo carboxilo de la proteina; analisis
posteriores revelaron que esta es una proteina abundante en el lumen del reticulo
endoplasmico (RE) y que posee la propiedad de unir Ca* y, debido a estas
caracteristicas fue renombrada calreticulina (Johnson et al., 2001).

La calreticulina (CRT) es una proteina altamente conservada, ya que se ha encontrado
en diversos organismos eucariotas -con excepcion de las levaduras-, incluyendo
mamiferos, insectos, nematodos, protozoos y plantas (Michalak et al., 1999). Las grandes
similitudes encontradas entre calreticulinas de diversas especies, tanto en la organizacion
genomica como en la secuencia de aminoacidos, particularmente en dominios de la
proteina que son funcionalmente relevantes (Fig. 6), sugieren que participa en funciones
celulares importantes. A pesar de esto, las funciones precisas de calreticulina han sido el
objeto de mucho debate y hasta ahora empiezan a entenderse mejor. Esta proteina tiene

diversas funciones, la mas conocida es en la homeostasis intracelular del Ca** por su



capacidad de almacenamiento de este cation en el reticulo endoplasmico. La calreticulina
se ha caracterizado como una chaperona esencial en este organelo, como lectina
extracelular, mediador intracelular de la accion de integrinas en la adhesividad celular,
inhibidor de la expresion génica regulada por hormonas esteroides, supresor tumoral, y
muy recientemente como regulador de las acciones de p53. Sin embargo, no se conocen
con precision los mecanismos moleculares mediante los cuales la CRT lleva a cabo esta

amplia variedad de funciones (Michalak et al., 1999; Johnson et al., 2001).

Dominio N Dominio P Dominio C

Residuos de aminoacidos g 100 160 200 260 200 250 a0
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Rata 1 KDEL
Conejo —— KDEL
X. laevis — 1 KDEL
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Euglena " ] 1 — ] KDEL
Cebada o 1 e — [N HDEL

A . [ o= v -

Yea - " ST - T
S. mansoni 11l e —— 0 HDEL
S. japanicum —— 0 HDEL

Fig. 6 .Dominios de la calreticulina en diversos organismos. Se puede observar una marcada conservacion,
principalmente en el dominio P de la proteina. Las regiones blancas en las barras negras representan
huecos en la secuencia de aminoacidos. Las lineas verticales cortas en las barras negras representan
zonas no apareadas. La localizacién del dominio P estd sombreada en rosa. Modificado de Michalak 1999.

-Estructura

La proteina esta codificada por un solo gen, y solamente se ha identificado una
especie de RNAm de 1.9 kb que codifica para calreticulina, y no hay evidencia de

procesamiento alternativo del mismo (McCauliffe et al., 1992).



El gen de la calreticulina consiste de 9 exones y 10 intrones, que ocupan
aproximadamente 3+6 kb o 4+6 kb de DNA gendmico de humano o de raton,
respectivamente. En el humano el gen de calreticulina esta localizado en el cromosoma
19, locus p13.3-p13.2 y el gen homologo en los ratones se encuentra en el cromosoma 8.
El alineamiento de la secuencia de nucleétidos entre el gen del ratén y el de humano
muestra una homologia mayor al 70%, con una organizacidbn exon-intron casi idéntica
(Fig.7), con la excepcién de los intrones 3y 6, lo que indica una alta conservacién del gen.
En el gen del raton estos intrones son aproximadamente dos veces el tamafio de los
intrones correspondientes en el gene humano (McCauliffe et al., 1992; Rooke et al.,
1997).

Gen humano 3.6 kb

Exon ... 4 5 6 7 8 9

3
]

B
|
M~

Gen murino 4.6 kb

Exon ... 4 5 6 7 8

i-
B~

lw

Fig. 7. Representacion esquematica de la configuracion gendémica del gen de calreticulina tanto humano
como de ratén, el RNAm de calreticulina, y la estructura de los dominios de la proteina. Las predicciones
estructurales para la calreticulina sugieren que la proteina tiene al menos tres dominios estructurales y
funcionales. Los exones que codifican para el dominio-N (incluyendo la secuencia sefial N- terminal), el
dominio-P y el dominio-C estan en azul, rojo y verde, respectivamente. Calreticulina contiene una secuencia
sefial aminoacido N-terminal (caja negra) y una sefial de retencién de proteinas en el reticulo endoplasmico
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) en el extremo C-terminal. Se indica la localizacion de tres residuos de cisteina y el
puente disulfuro en el dominio N. Las flechas indican la localizacion de sitios potenciales de glicosilacion
(residuos 162 y 327). Las repeticiones A (secuencia de aminoacidos PXXIXDPDAXKPEDWDE) y B
(secuencia de aminoacidos GXWPPXIXNPXYX) estan indicadas con triangulos purpuras y cuadrados
purpuras respectivamente. Modificado de Michalak 1999.



El promotor de los genes de calreticulina en humano y raton contiene varios sitios
probables de regulacién, incluyendo los sitios AP-1 y AP-2, &reas ricas en GC, incluyendo
un sitio Spl, un sitio H4TF-1 y cuatro secuencias CCAAT. Las secuencias de
reconocimiento AP-2 y H4TF-1 se encuentran tipicamente en genes que estan activos
durante la proliferacion celular. También muchas secuencias poli(G), incluyendo motivos
GGGNNGGG, se han encontrado en la region promotora de la calreticulina y de otras
proteinas tanto del reticulo endoplasmico, como sarcoplasmico (Michalak et al., 1999).
Dichos motivos pueden tener un papel en la expresion de proteinas del lumen del reticulo
endoplasmico, como en la activacion del gene de la calreticulina dependiente de
estrés.(Waser et al., 1997).

Varios factores inducen la transcripcion del gen de la calreticulina, como son: la falta de
Ca®*, zn*, y choque térmico. La expresién de la calreticulina es también inducida por
infeccion viral, falta de aminoacidos, y en células T citotoxicas estimuladas, lo cual indica
que el gen de la calreticulina es activado por una variedad de estrés quimico y bioldgico
(Andrin et al., 1998; Michalak et al., 1999; Gelebart et al., 2005 y Johnson et al., 2001).

La proteina humana consiste de una secuencia sefial de 17 residuos hidrofébicos en el
extremo N terminal, que constituyen el péptido sefial para insertarse al reticulo
endoplasmico, seguida de 400 aminoacidos de la proteina madura y con un peso de 46
kDa. Los ultimos residuos (KDEL) en el extremo C terminal constituyen la secuencia de
retencién de reticulo (Fliegel et al., 1989). La proteina tiene tres residuos de cisteina, los
cuales estan localizados en el dominio N de la proteina. Dos de ellos forman un puente
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disulfuro (Cys**° y Cys'*®), lo cual puede ser importante para el plegamiento adecuado de

la regidn terminal N de calreticulina (Matsuoka et al., 1994).

Con base en el andlisis de la secuencia primaria de la proteina se ha dividido en tres
dominios funcionales y estructurales (Fig. 8). El dominio N (residuos 1-180) se predice
que forma una estructura globular altamente plegada que comprende ocho laminas
B conectadas por asas de proteina. Esta region de la proteina se une a metales pesados
(Zn*") e interacciona in vitro con otras chaperonas del RE. El dominio N, junto con el

dominio P-central de la calreticulina es responsable de la funcion de chaperona de la



proteina; un simple cambio en un residuo de histidina del dominio N destruye esta funcion.
En este dominio se localiza uno de los dos sitios potenciales de glicosilacion (residuo 162)
aunque, dependiendo de la especie pueden ser uno 0 mas sitios potenciales (Gelebart et
al., 2005).

El dominio P de la calreticulina (residuos 181-290) contiene una regién rica en prolina, la
cual forma una estructura de brazo extendido e interacciona con otras chaperonas en el
lumen del RE. Dicha estructura se predice que se curva, formando una abertura en la
cual se acomoda el sustrato para unirse, e incluye un sitio de union de carbohidratos
(Schrag et al., 2001). Este dominio consiste de tres hélices cortas: seis laminas f
arregladas en tres hojas B-plegadas antiparalelas. Contiene tres repeticiones de la
secuencia aminoacida PXXIXDPDAXKPEDWDE, seguida de tres repeticiones de la
secuencia GXWXPPXIXNPXYX. Dichas repeticiones son esenciales para la unién de Ca®*

con alta afinidad (Kq=1uM) y son importantes para la actividad de chaperona lectina.

El dominio P de la calreticulina interacciona ademas con la proteina disulfuro isomerasa
(PDI) y con la perforina, un componente de los granulos de las células T citotoxicas
(Michalak et al., 1999; Gelebart et al., 2005).

El dominio C (residuos 291-400) es altamente &cido debido a la presencia de multiples
residuos de acido aspartico y acido glutamico que le permiten unir al Ca* con baja afinidad
(Kg= 2 mM), pero con alta capacidad (20-30 mol Ca*/mol proteina), lo cual sugiere que
participa en el almacenamiento de Ca?* en el lumen del RE (Nakamura et al., 2001).
Adicionalmente, este dominio contiene la secuencia de retencién de proteinas en el
reticulo endoplasmico KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) y en él se localiza el segundo sitio
potencial de glicosilacién (residuo de Asparagina 327). La unién de Ca** en este dominio
participa en la regulacion de la interaccion de calreticulina con otras proteinas del reticulo
endoplasmico, tales como PDI, ERp57 y tal vez otras chaperonas. Hasta ahora no hay
informacion estructural de este dominio (Gelebart et al., 2005).
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Figura 8. Representacion lineal de los dominios de calreticulina en [A]. La proteina contiene una secuencia
sefial de amino&cidos en el extremo N-terminal (caja negra) y una secuencia de retencién de reticulo KDEL
en el extremo C terminal. Las repeticiones A (secuencia de aminoacidos PxxIXDPDAXKPEDWDE) y B
(secuencia de aminoécidos GxWxPPxIXNPxYx) se indican por circulos y cuadrados, respectivamente. [B]
Modelo 3D de los dominios N y P de la calreticulina basados en estudios de RMN [Ellgard et al., 2001] y
estudios de cristalografia de calnexina (IJHN) [Schrag et al., 2001]. El dominio globular N (en azul), y
centralmente tiene al dominio P rico en prolina (en rojo) que forma un asa caracteristica. Los dominios N + P
de la calreticulina son responsables de la funcién de chaperona de la proteina. El dominio C-terminal del
dominio C contiene un gran nimero de aminoacidos negativamente cargados y esta implicado en una alta
capacidad de almacenamiento de Ca”". Los circulos amarillos representan la cisteina (Cys88 y Cys120),
que forma un enlace disulfuro C-C en calreticulina. La localizacion de una His153 y un sitio putativo de union
a carbohidratos estéan indicados. El sitio de unién a ERp57 también esta indicado (Ellgaard et al., 2002).
Modificado de Gelebart, 2005.

-Localizacién celular

La calreticulina se identificé originalmente como una proteina de membrana de RE/RS,
y numerosos estudios confirmaron la localizacién de la proteina en dicho organelo en muy
diversas especies, incluyendo plantas. Sin embargo, a pesar de ser conocida como una
proteina de RE, también se ha reportado en una gran variedad de sitios celulares y ha
sido localizada también en los granulos citoplasmicos de las células T citotoxicas, en los

acrosomas de espermas, en la superficie celular, en el ndcleo, en el citoplasma y puede



ser secretada a la corriente sanguinea. (Johnson et al., 2001; Kuwabara, et al., 1995,
Roderick et al., 1997, Paschal et al., 2005). Dicha localizacion es posible, a pesar de
poseer un péptido sefal que la dirige al lumen del RE, ya que se ha demostrado la
existencia de retrotranslocacion de calreticulina del reticulo al citoplasma por varios

grupos de investigacion (Paschal et al., 2005).

-Funciones

En muchas y variadas funciones celulares se ha observado la participacion de la
calreticulina, entre ellas la regulacién y homeostasis del Ca**, actividad de chaperona
lectina (Johnson et al., 2001), efectos anti-tromboticos en la superficie celular, (Kuwabara,
et al.,, 1995), modulacion de la expresion génica, modulacion de la adhesion celular
(Gelebart et al., 2005), interacciona in vitro con el dominio de union a DNA del receptor de
glucocorticoides (Burns et al., 1994) y modula a p53 (Mesaeli, et al., 2004).

Muchas de estas funciones se le atribuyen directamente a la conformacion de sus
dominios y a la especializacion de algunos de ellos. A continuacion se muestra un cuadro
gue resume las funciones putativas de los dominios de la calreticulina que se han
descubierto. Se especifican algunas caracteristicas estructurales, sus funciones, si tienen

union a iones y si tienen unién a moléculas:



Funciones putativas de los dominios de calreticulina
a) Caracteristicas estructurales y funciones

Dominio N

Dominio P

Dominio C

-Seguido por la secuencia N-
terminal que dirige a la proteina
al lumen del RE

-Secuencia de amino&cidos
altamente conservada

-Sitio potencial de fosforilacién
-Sitio potencial de glicosilacion
-Acitividad putativa de
autocinasa

-Inhibe la actividad de PDI
-Supresor de tumores

-Inhibe angiogénesis.

-Dominio rico en prolinas
-Secuencia de amino&cidos
similar a calnexina, calmegina, y
CANLUC

-Sitio putativo de glicosilacion

-Rico en aminoacidos acidos
-Sefal de recuperacion de RE
-sitio putativo de glicosilacion
-actividad antitrombética
-Previene restenosis

-Sensor de Ca?*

b) Unidn a iones

Se une a Zn**

-Sitio de unién con alta afinidad
a Ca’"y baja capacidad

-Sitio de unién con alta
capacidad a Ca?*

c) Unién a moléculas

-Se une al dominio de unién a
DNA del receptor esteroide
-Se une a la subunidad o de las
integrinas

-Se une al RNA de rubella
-Interacttia con PDI
-Interactla con ERp57
-Interacciones débiles con
perforina

-interacciona in vitro con el
dominio de union a DNA del
receptor de glucocorticoides

-Se une a una serie de proteinas
de RE

-Se une fuertemente a PDI

-Se une fuertemente con
perforina

-Sitio de chaperona tipo lectina

-Se une a varias proteinas de
RE

-Se une al Factor IX y Factor X
-Se une a la superficie celular

Tabla 1. Funciones putativas de los dominios en los que se divide la calreticulina. Modificado de Gelebart
2005

Las dos funciones mejor conocidas de la calreticulina son: su actividad de chaperona y la
de modular la homeostasis de Ca®*. Su funcién como chaperona molecular evita la
agregacion de proteinas parcialmente plegadas, incrementa la produccion de proteinas
con un plegamiento y ensamblaje adecuado e incrementa la proporcion de intermediarios
correctamente plegados, con la ayuda de otras enzimas de plegamiento. Con respecto a
esta funcion, se sabe que la calreticulina se une a los oligosacaridos monoglucosilados
con manosa (Glc;, Mang, GIcNAC,) y reconoce la glucosa terminal y cuatro manosas
internas en las glicoproteinas recién sintetizadas (Gelebart et al., 2005). Para realizar
esta funcién de chaperona, se asocia a la calnexina (una proteina chaperona integral de

la membrana del RE que es similar a la calreticulina), y participa con la proteina disulfuro



isomerasa (PDI, una thiol reductasa del lumen del RE) y con ERp57 (una proteina de tipo
PDI residente en el RE), formando el llamado “ciclo calreticulina/calnexina” que es
responsable del control de calidad y el plegamiento en las (glico)proteinas recién
sintetizadas (Zapun et al., 1998).

El reticulo endoplasmico (RE) es un almacén intracelular de Ca?* con una funcién
relevante en el mantenimiento de la homeostasis del Ca*" dentro de la célula, siendo
calreticulina parte importante para tal regulacion. La gran capacidad que tiene el reticulo
endoplasmico de almacenar Ca** puede deberse, en parte, a la presencia de proteinas
chaperonas que unen Ca®" (Nash et al., 1994) como la calreticulina, la proteina disulfuro
isomerasa, la calcistorina. La reduccién del Ca®* dentro del reticulo endoplasmico
conduce a la acumulacion de proteinas mal plegadas, bloquea el transporte de moléculas
a través de los poros nucleares y afecta las funciones de las chaperonas. John et al han
propuesto que el extremo C terminal de una isoforma de SERCA puede estar glicosilada
in vivo y que calreticulina modula la actividad de esta bomba, interactuando directamente
con este segmento glicosilado. En condiciones de bajo almacenaje de Ca®", calreticulina
no interactia con SERCA, y la APTasa tiene una actividad enzimatica méaxima para
recargar el almacenamiento, mientras que en condiciones de gran almacenaje de Ca*,
calreticulina se podria unir al extremo carboxilo de SERCA, resultando en el decremento

de su actividad.

Estas funciones se han estudiado en ratones y en otros sistemas en los que se han
observado los efectos por sobre-expresion de calreticulina o de la deficiencia de expresion
de ésta (Tabla 2). La deficiencia de calreticulina es letal en el desarrollo embrionario; esto
resulta del desarrollo cardiaco alterado y de problemas en las vias transcripcionales
dependientes de Ca?*. En cuanto a su papel en la adhesividad celular, se ha demostrado
gue la sobre-expresiéon de calreticulina produce un incremento en la adhesividad celular y
de contactos focales como resultado del incremento en la sintesis de fibronectina, de N-
cadherina y de vinculina, asi como un efecto drastico en los niveles celulares de
fosfotirosina (Michalak et al., 1999). También hay estudios que han comprobado que

calreticulina se une in vitro a una region de residuos de aminoacidos del extremo



carboxilo de la subunidad alfa de las integrinas, proponiendo que puede modular su
funcién (Dehdar, 1999, 1994; Coppolino, 1997; Michalak et al., 1999).

Tabla 2. Efectos de la expresion celular alterada de calreticulina.

Sobre-expresion de calreticulina

Incremento de la capacidad de almacenamiento de Ca”" en el reticulo endoplasmico.

Modulacién de la adhesividad celular.

Modulacion de la entrada de Ca**

Sensibilidad incrementada a apoptosis

Modulacién negativa de expresion de genes sensibles a esteroides

Aparicion de calreticulina en la superficie celular

Modulacién de la funcién de la ATPasa de Ca”* (SERCA)

Deficiencia de calreticulina

Letal en embriones al dia 14

Disminucion del desarrollo cardiaco

Cambios en adhesividad celular

Incremento en la resistencia a apoptosis

Acumulacién de proteinas mal plegadas

Modulacién de transcripcién dependiente de Ca*

Inhibicién de la liberacién de los agonistas Ca” -dependientes de los almacenamientos del RE

El papel de la calreticulina en la superficie celular no es muy claro. Se ha demostrado que
la calreticulina se une a proteinas de fibrinbgeno y de matriz extracelular (Gray et al.,
1995). Se ha reportado que la calreticulina en la superficie celular puede formar complejos
con las integrinas (Zhu et al., 1997; Kwon et al., 2000). Otro papel importante para la
calreticulina en la adhesion celular, es el hecho de que la proteina completa o fragmentos
de ella inhiben la angiogénesis y suprimen el crecimiento de tumores, ya que la
calreticulina especificamente inhibe la proliferacién de células endoteliales (Molina et al.,
2005; Pike et al., 1999).

De la calreticulina presente en los granulos de los linfocitos T citotoxicos se ha propuesto
que evita que la perforina forme poros en la membrana del granulo, ya sea quelando Ca?*
0 por interaccion directa con la perforina (Andrin et al., 1998). Sin embargo, recientemente
se ha sugerido que juega un papel mas activo, al prevenir la autdlisis del linfocito

uniéndose directamente a la superficie celular (Fraser et al., 2000).



Estudios recientes también demuestran que la proteina calreticulina es importante para la
adecuada estabilizacion y localizacion de la proteina p53, ya que los niveles de
calreticulina afectan de forma importante la degradacion y localizacion nuclear de esta
proteina supresora de tumores (Mesaeli et al., 2004).

1.4 Proteina cinasa C, calreticulina 'y cancer

Como se mencioné anteriormente, el papel que juega la PKC en el cdncer es un tema
que se ha estudiado extensamente. Diversos estudios indican que los niveles de
expresion de sus diferentes isoformas en las células malignas generalmente se
encuentran alterados, ya sea sobreexpresando o suprimiendo alguna isoforma de PKC.
La importancia de esta cinasa se acentla si se toma en cuenta la reciente informacion de
la via no canénica de Wnt, en la cual la PKC es activada por el aumento de Ca®'y el
diacilglicerol producido por la activacion de PLC (Kuhl et al., 2000).

En cuanto a la relacién de calreticulina con el cancer, ésta no es muy clara. A pesar de
que se ha reportado que en muchos canceres humanos se sobre-expresa calreticulina
(Nakamura et al., 2000; Sarvaiya et al., 2006; Alfonso et al., 2005; Jazii et al., 2006;
Ramsamooj et al., 2005; Briinagel et al., 2003; Kageyama et al., 2002), no se conoce
exactamente cudl es su participacion en el proceso de carcinogénesis, ni el por qué de su
ubicacién. Una posible correlacion puede intuirse en la antes mencionada via no canoénica
Wnt dependiente de Ca?*, que a su vez activa a PKC, debido a que recientemente se
demostré la interaccion de CRT con PKC (Renddn-Huerta et al., 1999), pues hay que
recordar que ademas de la union a lipidos, PKC puede interactuar con proteinas
directamente, via un sitio de unién de no sustrato (Dorit & Kazanietz, 1999), lo que influye

en la localizacion y funcién de las isoformas de PKC.

Se ha encontrado que la calreticulina es fosforilada por la PKC tanto in vitro como in vivo y
se ha visto también por mutagénesis dirigida que las modificaciones postraduccionales de
la calreticulina son importantes para su interaccion con PKC (Robles-Flores et al., datos
no publicados). Sin embargo, hasta el momento se desconoce cual es la importancia
fisiologica de la interaccion calreticulina-PKC, ni los niveles de expresion que tienen en los

diversos sistemas biolégicos.



2. JUSTIFICACION

Existe evidencia que sefiala a PKC vy calreticulina como participantes en el proceso de
carcinogénesis. Es por esto que al identificar las diferencias basicas de expresion de
isoformas de PKC y de expresién de calreticulina (CRT) entre células normales y
malignas de colon se sientan las bases para estudiar la participacion de estas proteinas

en el proceso de generacion y/o mantenimiento del estado canceroso en estas células.

3. HIPOTESIS

Al estudiar los patrones de expresién de PKC, de expresion y localizacion de la CRT en
células normales (colon o hepatocitos) y compararlos con los de células de carcinoma
de colon, podremos encontrar diferencias relevantes de su expresion entre el estado

normal y el canceroso.

4. OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio comparativo de la expresién y localizaciéon de la proteina
calreticulina (CRT), asi como un estudio comparativo de la expresion de isoformas de

la proteina cinasa C en células normales y tumorales de colon humano.

4.1 Objetivos especificos:

1. Analizar la expresion de calreticulina en células normales y cancerosas de colon por

la técnica de Western Blot en compartimentos celulares, como nucleo y citoplasma.

2. Examinar la localizacién de calreticulina por inmunofluorescencia y microscopia

confocal tanto en células normales como en cancerosas de colon.

3. Analizar la expresion de isoformas de PKC en extractos totales de células normales

y cancerosas por la técnica de Western Blot.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lineas celulares utilizadas y su mantenimiento.
A continuacion una tabla que resume las principales caracteristicas de las células utilizadas
(Tabla 3).

CCD-112CoN | Organismo: Homo sapiens (humano)

Morfologia: fibroblasto

Caracteristica de crecimiento: adherente

Organo: colon

Enfermedad: estado normal

Caracteristicas del organismo: 22 semanas de gestacion; femenino

RKO Organismo: Homo sapiens (humano)

Morfologia: epitelial

Organo: colon

Enfermedad: carcinoma

Caracteristica de crecimiento: adherente

RKO es una linea de carcinoma de colon pobremente diferenciada, desarrollada por Michael
Brattain.

Las células RKO tienen p53 silvestre, pero no cuentan con el receptor humano tiroideo nuclear
endogeno (h-TRbeta1).

Tumorigenicidad: Si, en ratones desnudos y en agar blando

HT-29 Organismo: Homo sapiens (humano)

Morfologia: epitelial

Organo: colon

Enfermedad: adenocarcinoma colo-rectal

Caracteristicas del organismo: 44 afios; femenino; caucasico.

Caracteristica de crecimiento: adherente

Productos celulares: antigeno carcinoembrionico (CEA); factor de crecimiento transformante
beta (TGEFB); mucina.

Fecha de aislacion: la linea celular fue aislada de un tumor primario en 1964 por J. Fogh,
usando el método de cultivo por explante.

Susceptibilidad a virus: a virus de inmunodeficiencia humana (VIH, LAV)

Las células HT-29 son negativas para CD4; positivas para la expresion de los oncogenes of c-
myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis y fos. La proteina p53 esta sobreexpresada y tiene una
mutacién de G -> A en el codon 273 del gen, lo que resulta en una sustitucion de Arg -> His.
Tumorigenicidad: Si, en ratones desnudos; forma adenocarcinomas bien diferenciados,
consistentes con tumores primarios colonicos (grado 1).

Hep G2 Organismo: Homo sapiens (humano)

Morfologia: epitelial

Organo: higado

Enfermedad: carcinoma hepatocelular

Caracteristicas del organismo: 15 afios; masculino; caucasico

Productos celulares: alfa-fetoproteina; macroglobulina alfa2; antitripsina alfa1; ceruloplasmina;
plasminégeno; C4; activador C3; fibrindgeno; lipoproteina beta; proteina de unién a retinol.
Receptores: insulina; IGF Il

Tumorigenicidad: No, en ratones inmunosuprimidos; si, en medio semisadlido.

C9 Organismo: Rata ()

Morfologia: epitelial

Caracteristica de crecimiento: adherente

Organo: higado

Enfermedad: estado normal

Producen acido araquidoénico, prostaglandinas 12, E2 and F2 alpha.

Tabla 3. Lineas utilizadas y sus caracteristicas. Informaciéon tomada del American Type Culture Collection
(ATCC) (107)



Se cultivaron en cajas petri células humanas fetales normales de colon CCD-112CoN,
células cancerosas de colon humano RKO (carcinoma), HT-29 (adenocarcinoma),
hepatocitos cancerosos de humano Hep G2 (carcinoma hepatocelular) y hepatocitos
normales de rata C9 adquiridas de American Type Culture Collection (ATCC) (Tabla 3).

Las células RKO y 112CoN se cultivaron en Dulbeco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, antibiéticos y glutamina. Las células HT-29 se
mantuvieron en medio McKoy con 10% de suero fetal bovino, con 1% de antibidticos y
glutamina. La linea celular HepG2, de carcinoma hepatocelular y morfologia epitelial, se
cultivd con medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 1% de
antibioticos y glutamina. Todas las células se mantuvieron a una temperatura de 37°, en una
atmosfera de 95% aire y 5% CO,, y se mantuvieron en crecimiento hasta que alcanzaran de

un 80% a un 90% de confluencia.

5.2 Obtencién de nucleos a partir de cultivos celulares

Para los ensayos de CRT las células [112CoN, HT-29, RKO, HepG2, HT29] se lisaron
separando la fraccién citoplasmica y la nuclear; la fraccion nuclear se obtuvo utililizando el
Nuclei EZ prep. Nuclei Isolation Kit (de SIGMA, NUC-101) siguiendo el protocolo sugerido.
Esto es, una vez que las células llegaron a confluencia se les retir6 el medio, se lavaron con
PBS, y se les agregd 1ml de solucion del Nuclei EZ Lysis Buffer. Se rasp6 la monocapa
celular y el lisado obtenido se agité en vértex, y se incubd en hielo por 5 minutos. La
muestra se centrifugd a 8274 xg por 5 minutos para obtener la fraccion citoplasmica. A la
fraccidon nuclear se le resuspendid con 1ml de Nuclei EZ Lysis Buffer y se volvid a
centrifugar, para asi obtener la fraccion nuclear limpia. A esta fraccion se le agregaron 100yl
de Nuclei EZ Storage Buffer, se observé al microscopio y se almacend la muestra a -20°C

hasta su posterior uso.

5.3 Lisis de nucleos.

Se centrifugd (a 7426 xg) la muestra de la fraccidon nuclear para extraer el Nuclei EZ
Storage Buffer y se agregaron 200ul de buffer de lisis de nucleos (20mM HEPES, 0.4M
NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA a 7.9 pH para el stock; afiadidos al momento de usarse:
20mM B- mercaptoetanol, 1mM PMSF, 0.5 Tritén X-100, tripsina, 1 mM NazVOg4, 11 mM NaF,



10 ug/ml Leupeptina) frio al pellet para resuspender. Se dejo en agitacion a 4° C por 15 min

y después se centrifugd a 8274 xg por 5 min a 4° C.

5.4 Obtencidén de extractos protéicos totales

Para ensayos de western blot de PKC la células (112CoN, HT-29 y RKO) se lisaron con
buffer de homogenizacion (Tris 20 mM, EDTA 2 mM, EGTA 10 mM pH 7.5 Triton X-100 0.5%
inibidor de tripsina 0.1 mg/mL, Leupeptina 10 ug/mL PMSF 1 mM). Los lisados se
clarificaron por centrifugaciéon a 13201 xg durante 10 minutos a 4°C, del sobrenadante se
obtuvo una alicuota (30pl) para la determinacién de proteina y el resto del homogenado se

diluyé con buffer de muestra Laemmli y se guardé a 4°C.

5.5 Cuantificacion de proteina.

Del sobrenadante de cada una de las fracciones y de los extractos totales a analizar se
extrajeron alicuotas para determinacion de proteina, realizada por el método de Bradford con
reactivo comercial adquirido de Bio-Rad. Se utilizé una dilucién 1:100 de los extractos de

proteina y fueron leidos a una D. O. de 595nm.

5.6 Electroforesis e Inmunoblot.

Cantidades equivalentes de proteina (50 ug) de los extractos obtenidos se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, por duplicado (un gel para
tincion con azul de Coomasie y otro para el Western Blot). Las proteinas se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa y se bloquearon toda la noche a 4°C o 2 horas a
temperatura ambiente, en agitacion suave, en una solucion de leche libre de grasa (BioRad)
al 5% en TBS. Los blots fueron lavados con TBS-Tween dos veces por 5 min. Después
fueron incubados con anticuerpos primarios para los correspondientes ensayos: policlonal
anti CRT H170 y policlonal anti PKC de cada una de las isoformas estudiadas (todos de
Santa Cruz Biotechnology), diluidos en TBS-Tween a una concentracién de 1:1000 a 4°C
toda la noche. Se lavaron 3 veces y se incubaron por una hora a temperatura ambiente con
el segundo anticuerpo (PIERCE, Goat antirabbit) a una concentracion 1: 5000. Después de
lavarse e incubarse con la solucidon de la reaccion por quimioluminiscencia (Pierce
Supersignal), las bandas fueron detectadas por exposicidon en placas de autorradiografia.

Como control de carga se utilizé la proteina actina, para lo cual las membranas fueron



lavadas (con stripping buffer), bloqueadas con una solucion de leche (BioRad) al 5% en
TBS, y posteriormente se incubaron con el anticuerpo de ratdn monoclonal anti-actina
(proporcionado por Dr. Lorenza Gonzalez-Mariscal, CINVESTAV), revelandose también por
quimioluminiscencia.

La intensidad de las sefales se analiz6 por densitometria mediante un programa adquirido
de Bio-Rad (Quantity one). Los datos de al menos tres experimentos independientes se
compararon, tomando como dato base la densidad obtenida en las células normales y
comparando con las densidades de las células malignas dandoles unidades arbitrarias, en

las cuales la normalizacion se tom6 como 1.

5.7 Ensayos de inmunofluorescencia y DAPI seguida de microscopia confocal.

Las células se crecieron en cubreobjetos previamente tratados con Histogrip (Zymed), a un
90% de confluencia. Luego de 3 lavados con PBS se fijaron con metanol absoluto durante
10 minutos a -20°C. Las células se volvieron a lavar tres veces con PBS y se procedi6 a su
permeabilizaciéon con Tritdbn X-100, 0.4% en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Se
hicieron los lavados de la misma forma con PBS y el bloqueo de las células se hizo con
BSA, libre de IgG al 0.5% en PBS por 30 min a 4°C. Posteriormente la monocapa de células
se dej6 con el anticuerpo primario (H170, Sta. Cruz Biotechnology) toda la noche a 4°C. Las
muestras se lavaron 3 veces en PBS y se incubaron con una dilucion 1:100 de anticuerpos
secundarios acoplados a FITC anti-conejo (Jackson) durante 1 hora a 4°C en oscuridad. Las
células se lavaron 3 veces con PBS y una vez al final con H,O desionizada antes de
montarse en portaobjetos con Anti fade (Bio Rad). En el caso de las muestras que se
procesaron con DAPI se realiz6 una dilucion 1:1000, se dejo incubar por 15 min a
temperatura ambiente y posteriormente se le agregd el Anti fade (Bio Rad) para ser
montadas.

Se examino la fluorescencia de las células con un microscopio confocal y se fotografiaron a

un aumento de 60X.



6. RESULTADOS

-Expresién de ocho isoformas de PKC en lineas celulares de colon

Con el propdsito de conocer la expresion de las isoformas de PKC presentes en
colon humano, y si habia diferencias en el patron de expresién de isoformas de PKC
entre el estado normal y el maligno, se realizaron ensayos de Western blot en las lineas
celulares normales 112-CoN y en las malignas RKO y HT-29. El analisis de expresion de
ocho isoformas de PKC (o,pl,pll,0,e,u,m y T) por Western blot (Figuras 8-15) mostraron
que en el colon normal se expresan todas las isoformas convencionales, nuevas y
atipicas probadas, excepto la isoforma PKCr). Interesantemente, y en concordancia con
los reportes para algunas isoformas, encontramos también que existen cambios de
expresion muy marcados en las isoformas de PKC en las células tumorales con respecto
a las normales, como puede observarse en la Tabla 3, en la que se presenta la
cuantificacion densitométrica utilizando el programa Quantity one (normalizada con
respecto al control) de los resultados obtenidos para cada isoforma de por lo menos 4
experimentos independientes. En esta tabla, se indican con color rojo las isoformas que
bajan su expresion con respecto a las normales, y en azul las que aumentan su
expresion. Como puede apreciarse, los colonocitos humanos normales expresan
mayoritariamente las isoformas a, I y 6 de PKC. Las lineas celulares malignas sobre-
expresan las isoformas fll, ¢, u, y T, mientras que las isoformas a, pl, y 8 disminuyen o
dejan de expresarse en relacién a las células normales. Adicionalmente, solamente las
lineas de carcinoma de colon expresan la isoforma n (ver Tabla 4).

Los Western blot correspondientes a cada una de estas isoformas se muestran en las
figuras 9 a la 16, y en la gréfica 1 se presenta el resumen de la abundancia de las

diferentes isoformas encontradas en las lineas celulares 112CoN, HT29 y RKO.
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Tabla 4.Expresién comparativa de isoformas de PKC en las lineas celulares malignas de colon de humano
(RKO y HT-29) y en células normales de colon de humano 112-CoN. Los resultados se obtuvieron
normalizando el andlisis densitométrico correspondiente a la expresion en células normales a 1, y
representan los datos del promedio =+ S.E.M de por lo menos cuatro experimentos con diferentes

preparaciones celulares.

- DISMINUCION DE EXPRESION

PKC 112 CoN HT-29 RKO
a 1 0.2 +0.05 0

Bl 1 0 0

0 1 0.1 +0.06 0.1£0.02
Bll 1 3 +0.07 4+0.05

€ 1 2 +0.03 5+ 0.09
n 0 4+1 0.2+0.02
g 1 4+0.07 2+ 0.01
u 1 4+0.1 6+0.2
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Grafica 1. Abundancia de las diferentes isoformas encontradas en las lineas celulares 112CoN, HT29 y

RKO. Errores estandar en Tabla 4.




+Expresion de calreticulina en lineas celulares de colon+

Los datos obtenidos de los ensayos de inmunoblot para la prueba de CRT realizadas en
lineas celulares humanas tanto normales (CCD-112CoN), como cancerosas de colon
(RKO y HT29), divididas en fracciones proteicas citoplasmica y nuclear, revelan
diferencias de expresion y abundancia en cada uno de los extractos celulares, asi como

entre el estado normal y maligno (Fig. 17).

Se observd un patron de dos a tres bandas en las fracciones de nucleo y citoplasma de
las lineas celulares estudiadas, con movilidades relativas de 55 kDa, 75 kDa, y 90 kDa.
En las células normales 112CoN, se distinguen dos bandas en la fraccion nuclear, y de
dos a tres en la fraccidon citoplasmica. De la fraccion nuclear, la mas abundante es la
banda de 55 kDa, siguiéndole una de 75 kDa, con una expresién menor. En la fracciéon
citoplasmica, de las dos bandas expresadas, la mas abundante es la de 55 kDa, y se ve
una menor expresion en la banda de 75kDa.

En el caso de las células cancerosas HT-29, se observa para la fraccion nuclear un
doblete de 53-55 kDa. En cuanto a la fraccion citoplasmica, la banda de 55 kDa es la
mas abundante, observandose dos bandas extras de poca expresion, de 75 y 90 kDa,
respectivamente.

En las otras células malignas RKO, se observan bandas para la fraccion nuclear, con
una expresion muy ligera, siendo mas abundantes las bandas de la fraccién
citoplasmica. En la fraccion nuclear la banda tiene un peso de 55 kDa aproximadamente,
mientras que la banda de expresion abundante en el citoplasma tiene un peso de 75 kDa
y otras dos con ligera expresion, de 75 kDa y de 90 kDa, aproximadamente.
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Fig 17. A. Resultados representativos de los ensayos de Western blot, donde se pueden apreciar hasta
tres bandas presentes de CRT, principalmente en las lineas cancerosas RKO y HT29. N equivale al
extracto nuclear y C al extracto citoplasmico de cada una de las lineas celulares. Se puede observar
reconocimiento inespecifico del anticuerpo (*) B. Control de carga (actina).

La cuantificacion densitométrica de la suma de las bandas expresadas de cada una de
las fracciones mostré que hay un ligero aumento en la expresion de calreticulina nuclear
en la linea celular cancerosa HT-29 con respecto a las normales, mientras que la
fraccion citoplasmica tiene una expresibn muy semejante a las células normales
112CoN. La expresion nuclear de calreticulina en las células RKO disminuy6 a la mitad
con respecto al parametro normal y en la fraccion citoplasmica conserva practicamente
el mismo valor que el parametro normal, tal y como resume la Tabla 4, y como se

observa en la Grafica 2.

El analisis estadistico de ANOVA, comparando las fracciones nucleares de las tres
lineas celulares, indica que si hay diferencias significativas, con un valor de p=0.0004
(p<0.05). La misma prueba hecha para las fracciones citoplasmicas de las tres lineas
celulares, indica que no hay diferencias significativas entre si, con una p=0.8068.

El analisis estadistico de t de Student, comparando la fraccion nuclear y citoplasmica de
las células HT-29 indica que si hay diferencias significativas, con un valor de p=0.0157
(p<0.05). La misma prueba, comparando la fraccion nuclear con la citoplasmica de las

células RKO, indica que hay diferencias significativas, con un valor de p=0.014 (p<0.05).



112CoN HT29 RKO
Nucleos 1+ 0.16 1.57 +0.16 0.5 +0.03
Citoplasma 1+ 0.1 1.16 £ 0.05 0.95+0.05

Tabla 4. Expresion comparativa de CRT en las diferentes fracciones celulares estudiadas en las lineas
celulares malignas de colon de humano (RKO y HT-29) y en células normales de colon de humano 112-
CoN, cuantificando todas las bandas expresadas. Los resultados se obtuvieron normalizando el analisis
densitométrico correspondiente a la expresion en células normales a 1, y representan los datos del
promedio = S.E.M de por lo menos cuatro experimentos con diferentes preparaciones celulares.
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Gréfica 2. Expresion de CRT en las diferentes fracciones celulares estudiadas en las lineas celulares
112CoN, HT29 y RKO, cuantificando todas las bandas expresadas. El andlisis estadistico de ANOVA entre
las tres fracciones nucleares indica que hay diferencias significativas (p=0.0004), mientras que no hay
diferencias significativas entre las tres fracciones nucleares (p= 0.8058). La prueba estadistica de t, indica
que hay diferencias significativas entre las fracciones nucleares y citoplasmicas de HT-29 y de RKO,
ambas con un valor de p<0.05.

La cuantificacion de la banda de 55 kDa, de cada una de las fracciones celulares,
expresada en cada linea celular, da resultados muy similares a los anteriores como

muestra la Tabla 5 y como se observa en la Grafica 3.

El analisis estadistico de ANOVA para estos valores (cuantificacion de la banda de
55kDa), comparando las fracciones nucleares de las tres lineas celulares, indica que las

diferencias son significativas, con un valor de p=0.0003 (p<0.05). La misma prueba



hecha para las fracciones citoplasmicas de las tres lineas celulares, indica que las
diferencias no son significativas, con una p=0.9822.

El analisis estadistico de t de Student, comparando la fraccion nuclear y citoplasmica de
las células HT-29 indica que las diferencias son significativas, con un valor de p=0.0368
(p<0.05). La misma prueba, comparando la fraccion nuclear con la citoplasmica de las
células RKO, indica que las diferencias son significativas, con un valor de p=0.018
(p<0.05).

112CoN HT29 RKO
Nucleos 1+ .08 1.5+0.2 0.47 £0.09
Citoplasma 1+ .09 1.025 £0.23 1.03+0.2

Tabla 5. Expresion comparativa de CRT de la banda expresada en 55kDa en las lineas celulares malignas
de colon de humano (RKO y HT-29) y en células normales de colon de humano 112-CoN. Los resultados
se obtuvieron normalizando el analisis densitométrico correspondiente a la expresiéon en células normales
a 1, y representan los datos del promedio + S.E.M de por lo menos cuatro experimentos.
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Grafica 3. Expresion de CRT en las diferentes fracciones celulares estudiadas en las lineas celulares
112CoN, HT29 y RKO, cuantificando la banda de 55kDa, donde N=nucleo y C=citoplasma. El analisis
estadistico de ANOVA entre las tres fracciones nucleares indica que hay diferencias significativas
(p=0.0003), mientras que no hay diferencias significativas entre las tres fracciones nucleares (p= 0.9822).
La prueba estadistica de t, indica que hay diferencias significativas entre las fracciones nucleares y
citoplasmicas de HT-29 y de RKO, ambas con un valor de p<0.05.



Se hizo un Western blot del extracto total proteico de las tres lineas celulares (112CoN,
HT29 Y RKO) con el fin de comparar el total con las variaciones de expresién obtenidas
en las fracciones, observandose una relacion muy similar entre ambos experimentos
(Fig. 18), es decir, se obtuvo un ligero aumento de expresién de calreticulina en las
células malignas HT-29, y una disminucion de expresion de calreticulina total en las

células cancerosas RKO.
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Fig.18 A. Western blot del extracto total de calreticulina en células 112CoN, células IEC (en donde no se
expresa), células HT29 y células RKO. B. control de carga, actina.

+Expresion de calreticulina en lineas celulares de higado+

A fin de comparar los resultados de expresion de calreticulina obtenidos en las células
de colon con la expresién en otro tipo celular, se utilizaron lineas celulares de
hepatocitos normales y transformados: HepG2, de carcinoma hepatico humano con
morfologia epitelial, y la linea celular C9 de hepatocitos normales de rata. En el analisis
de la expresion por Western blot se observan diferencias entre las fracciones nuclear y
citoplasmica de cada linea celular, expresando también en este sistema celular de dos a
tres bandas en las fracciones celulares y que tienen movilidades relativas de 57 kDa, 70
kDa y 95 kDa (Fig.19). En las células normales de higado se expresan en nucleo dos
bandas, una de 57 kDa y otra de 70 kDa, siendo mas abundante la primera. En el
citoplasma se expresan las tres bandas, las mas abundantes son las bandas de 57 kDa
y la de 95 kDa.



En el caso de Hep G2 (hepatoma) se puede observar un incremento sustancial con
respecto a C9 (hepatocitos normales) en la fraccidn citoplasmica, y de las tres isoformas
que expresa, la mas abundante es la de 70 kDa, seguida por la de 57 kDa y la menos
abundante es la de 95 kDa. En la fraccion nuclear se expresan dos bandas: una de 57

kDa y otra de 70 kDa, siendo mas abundante la primera.
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Fig 19. Resultados de los ensayos de Western blot, donde se pueden apreciar hasta tres bandas
presentes de CRT, tanto en la linea celular hepatica normal de rata C9, como en la linea celular de
hepatoma humano HepG2. N es equivalente al extracto nuclear y C equivale al extracto citoplasmico de
cada una de las lineas celulares.

+Ensayo de inmunofluorescencia+

A fin de examinar la localizacién intracelular de la calreticulina y de confirmar los
cambios de expresion encontrados entre los estados normales y cancerosos, se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia. Se observd en todas las lineas celulares
presencia de CRT en el nucleo y en el citoplasma, lo cual corroboré los experimentos de
Western blot. Para confirmar la presencia de CRT en el nucleo, se hicieron cortes
opticos a las células y se hicieron reconstrucciones tridimensionales que comprobaron la
expresion de CRT dentro del nucleo. A fin de distinguir mejor la zona nuclear, se hicieron
experimentos con DAPI, en las cuales se observa con claridad la zona del nucleo celular
(Figuras 20-22).



Fig. 20. Imagenes obtenidas del ensayo de inmunocitoquimica realizada en las células normales 112CoN
a 60x (B., C. y D.) y 100x (E. y F.) con microscopia confocal A. Control negativo B. Tincién de nucleos
celulares con DAPI C. y E. Revelado con anticuerpo anti CRT H170 y anticuerpo secundario PIERCE,
Goat antirabbit [1: 5000] acoplado a fluoresceina (FITC). D. y F. Anticuerpo secundario acoplado a

fluoresceina (FITC) y DAPI.
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Fig. 20 Imagenes obtenidas de la prueba de inmunocitoquimica realizada en células cancerosas RKO a
60x (B) y 100x (C Y D) en microscopia confocal A. Control negativo. B. y C Imagen del revelado con
anticuerpo anti CRT H170 y anticuerpo secundario PIERCE, Goat antirabbit [1: 5000] acoplado a
fluoresceina (FITC). D. Imagen de los nucleos tenidos con DAPl y FITC.
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Fig. 21 Imagenes obtenidas de la prueba de inmunocitoquimica realizada en células cancerosas HT-29 a
60x (B., D., E.y F.) y 100x (C.) en microscopia confocal. A. Control negativo B. y E. Imagenes del revelado
con anticuerpo anti CRT H170 y anticuerpo secundario PIERCE, Goat antirabbit [1: 5000] acoplado a
fluoresceina (FITC). C.y F. Imagenes de los nucleos tefidos con DAPI y FITC. D. Nucleos tefiidos con

DAPI.



7. Discusion

El cancer y, en general, los procesos de proliferacion celular y amplificacion de sefiales
implican una intercomunicacion y una multifactorialidad que apenas se empiezan a
conocer y definir; por esto, las cascadas de transduccion a veces nos llevan por diversos
caminos y relaciones a un mismo punto o funcion, siendo comun descubrir convergencia

con otras vias intracelulares de senalizacion.

En el cancer, igualmente, la vision de que las mutaciones afectan a cascadas de
sefalizacion unicas que contribuyen al fenotipo maligno completo resulta muy simplista,
pues ahora se sabe que los oncogenes y los supresores de tumores dependen uno de
otro para su ventaja selectiva, y que afectan multiples rutas que se intersectan y
sobreponen. Uno de los caminos para conocer los mecanismos moleculares que
controlan la autorenovacion homeostatica es estudiar aquellos que controlan el cancer

colo-rectal, ya que se ha comprobado que son marcadamente simétricos.

Existe una gran cantidad de evidencia experimental que indica que en los procesos
cancerosos se altera la homeostasis de calcio, y que frecuentemente se altera la
expresion de las proteinas que son pieza clave del mantenimiento de esta homeostasis,
tales como la calreticulina, la ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico (SERCA), asi
como los sensores o receptores de calcio de membrana plasmatica. Un punto de
atencion es que, siendo ademas las PKCs convencionales y nuevas dependientes de
calcio y la CRT una proteina reguladora de la homeostasis del calcio celular, las rutas de
transduccion de ambas en algun momento confluyan. Asi, un camino mas de activacion
y funcion, anadido a los muchos descubiertos de la PKC, puede estar comunicado con
CRT, tomando en cuenta que nuestro laboratorio ha reportado que PKC y CRT
interactuan in vivo y que PKC fosforila a CRT (Renddn-Huerta et al., 1999).

En este estudio demostramos que existen cambios en los patrones de expresion de
distintas isoformas de PKC en células malignas de colon, con respecto a las normales,
que de manera interesante coinciden con resultados reportados para el colon y para
otros sistemas bioldgicos en cuanto a funcién y expresion. Antes se pensaba que las

PKCs eran pro-mitogénicas, pero estudios recientes revelan que esto es dependiente de



las isoformas expresadas en cada tipo celular y del contexto de la célula, por lo que
pueden conferir distintos y contrastantes efectos en proliferacion, y que varias isoformas
tienen un efecto antiproliferativo o pro-apoptético, tales como a, Bl, y 9, (Griner &
Kazanietz, 2007), las cuales en este estudio encontramos disminuida su expresion en
las células malignas. La disminucion de PKC a y & que encontramos en las células
tumorales, en relacion con las normales, es consistente con el papel de posibles
supresoras tumorales que se ha sugerido para ambas en células normales de colon, ya
que la evidencia experimental reportada sugiere que limitan el crecimiento y
sobrevivencia de las células intestinales, y que la pérdida de una o ambas isoformas
confiere propiedades a estas células que permiten el desarrollo de neoplasias
intestinales (Guan et al., 2007; Frey et al., 1997). Adicionalmente, se cree que PKCa es
importante para inducir el progreso del ciclo celular normal de las células intestinales
cuando migran fuera de las criptas intestinales (Frey et al, 2000), y se ha visto que tiene
efectos antiproliferativos en varios tipos celulares, incluyendo el intestinal, el pancreatico
y las células mamarias. En un estudio hecho con ratones knockout de PKCa, se reporta
un incremento en las neoplasias intestinales espontaneas sin mutacién en APC,
revelandose como supresor tumoral en el intestino (Oster, 2006). A pesar de estos
reportes hay estudios en los que al abatir la expresion de PKCa y flI con
oligonucledtidos antisentido en células humanas de cancer gastrico, se reduce el
crecimiento celular en agar blando y la formacion de tumores en ratones implantados
(Jiang, X, et al., 2004).

En cuanto a la PKCd, se ha demostrado que transduce sefales anti-proliferativas y
apoptéticas en varios tipos celulares y se ha encontrado una disminucién en su
expresion en células transformadas. El abatimiento de PKC$ por tratamiento con ésteres
de forbol confiere un fenotipo maligno, indicando no solo el papel de supresor tumoral,
sino que también la generacion de tumores inducida por los ésteres de forbol puede
estar involucrada en la modulacion negativa de esta PKC (Griner & Kazanietz, 2007).
Los resultados de este estudio apoyan esta evidencia, reportando una disminucion de

expresion con respecto al parametro normal.



Isoformas reportadas con efectos de resistencia a quimioterapia, que confieren ventajas
proliferativas o promueven el crecimiento y anclaje independiente son fll, €, u, y C,
teniendo una sobre-expresion en lineas celulares malignas de dichas isoformas, siendo

nuestros resultados consistentes con lo reportado.

Numerosos articulos han reportado la sobreexpresion de la isoforma Bl en casos de
carcinoma colo-rectal, al igual que lo que nosotros encontramos en este estudio, por lo
que parece haber cierto acuerdo en su sobreexpresion en células cancerosas (Gokmen-
Polar et al., 2001). La relacionan también con hiperproliferacién del epitelio colonico, y su
sobreexpresion en ratones transgénicos causa alta sensibilidad a los carcindégenos
(Dempsey et al., 2000), observandose una reduccion simultanea en la expresion de
PKCa y PKCgIl. Otras evidencias indican que esta cinasa puede ser un regulador
importante de la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (Zhang et al., 2004).

Sin embargo, para el resto de las isoformas de PKC probadas, no existe un consenso
sobre los patrones de su expresion en el colon. Tal es el caso para PKCT, que se ha
visto que interacciona directamente con el oncogene Ras, involucrandosele en procesos
de proliferacién (Diaz-Meco et al., 1994). Berra et al., han encontrado que la activacion
de esta isoforma es suficiente para producir desregulacion en el control de crecimiento
de fibroblastos de ratén, y que una dominante negativa provoca la activacién mitogénica
en oocitos y fibroblastos. A pesar de esto, hay reportes en los que se encontro

disminuida en su expresion en tumores intestinales de ratones Apc™™* (

Oster & Leitges,
2006). Por parte de este estudio, los resultados que se obtuvieron apoyan la primera
evidencia, pues se encontrdé una sobreexpresion de PKCT en las células malignas con

relacion a los parametros normales.

Ensayos con PKCe indican, por una parte, que promueve la supervivencia de varios
tipos celulares a través de un incremento en la via de Akt y regulacion positiva de
factores de sobreviencia (Griner y Kazanietz, 2007). Por otra parte, otros reportes
indican que la sobreexpresidn de ¢ en varios modelos celulares confiere ventajas

proliferativas, incremento en el crecimiento independiente de anclaje y promueve un



fenotipo tumorigénico en ratones (Cacace et al.,, 1996; Mischak et al., 1993). Esta
isoforma también se ha encontrado sobreexpresada en varios tipos de canceres (Griner
y Kazanietz, 2007). En este estudio se corrobora esta correlacion, pues se sobreexpresa

en células malignas en comparacién con las células normales.

Informacién de PKCu/PKD indica que se le relaciona en cascadas mitogénicas debido a
la activacion que hace de p42/p44 MAPK (Brandlin et al., 2002). Aunque ha sido poco
estudiada, hay reportes que indican que no cambia significativamente su expresion entre
el estado normal y el maligno en varios canceres, como es el caso de cancer de prostata
(Cornford et al., 1999). En nuestro estudio encontramos que la forma completa de 115
kDa se sobreexpresa en una relacion 1:4 en células HT29 y 1:6 en células RKO
sugiriendo que tiene un papel importante en el mantenimiento del fenotipo maligno.
Dichas discrepancias pueden deberse a la linea celular estudiada o a las diferencias

propias de cada tejido.

La sobreexpresion en carcinoma de la isoforma PKCrn y su ausencia en células
normales indica una activacion especifica en estado maligno. De esta isoforma han sido
reportados ensayos que la relacionan con un incremento en la susceptibilidad a
formacion de tumores, inducida por ésteres de forbol o DMBA (7, 12-
dimetilbenzoantraceno) cuando ésta se sobreexpresa (Chida et al., 2003); también se ha
reportado que confiere resistencia a apoptosis inducida por radiaciéon y que el nivel de
PKC-eta, expresado por transfeccion en células de glioblastoma (dichas células
normalmente no expresan esta isoforma) correlaciona con el grado de proliferacion
inducido por el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). (Uht et al., 2006). Su ausencia en
células normales y su posterior activacion en células malignas de colon en este ensayo,
concuerdan con esta evidencia experimental aunque hasta ahora se desconoce cual es
el mecanismo de induccion de su expresion especifica en el estado maligno, pues
ademas se conoce muy poco acerca de la regulacion de la expresién génica de PKC
(Griner y Kazanietz, 2007).

Los resultados obtenidos para PKCu y PKCwn pueden ser de gran utilidad para
posteriores estudios si tomamos en cuenta ensayos de co-localizacion realizados por

Brandlin et al, con ambas isoformas que indican que PKCw/PKD es activada por una via



dependiente de PKCv. El analisis confocal demuestra que PKCu parcialmente co-
localiza con PKCn en diferentes tipos celulares (HEK293 y MCF7). La co-expresion
constitutivamente activa de eta conlleva a un aumento significativo de la capacidad de
fosforilacion del sustrato de PKCu, siendo asi que PKCn funciona como un activador
directo rio arriba de procesos celulares activados por PKCu (Brandlin et al., (A)2002 y
(B)2002). Este punto puede investigarse en un futuro para la expresion de ambas

isoformas en el colon y sus relaciones con la proliferacion celular.

En resumen, las isoformas que han sido reportadas como antiproliferativas en este
estudio vieron disminuida su expresion, mientras que las que tienen efectos de
sobrevivencia en estado maligno se sobreexpresaron. Si analizamos en conjunto la
expresion de las isoformas en ambas lineas celulares malignas, se puede observar que

tienen el mismo comportamiento entre éstas con respecto a las células normales.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la expresion de CRT indican que hay
diferencias importantes de expresion en la fraccidn nuclear con respecto a las normales
en las lineas celulares de colon. Utilizando un anticuerpo dirigido contra el extremo
carboxilo de CRT (H170), se detectaron tres bandas con pesos moleculares aparentes
de 55 kDa, de 75 kDa y de 90 kDa. Es posible que las bandas de 75 y 90 kDa, de mucho
mayor peso molecular al esperado para calreticulina (masa calculada de 46.6 kDa) no
correspondan a isoformas de calreticulina sino a otras proteinas, como la hsp70 y la
hsp90 que contienen la secuencia de anclaje a reticulo endoplasmico KDEL reconocida
por el anticuerpo, pues abarca un gran espectro de residuos aminoacidos (248-417). A
este respecto, hay evidencia en nuestro laboratorio que sugiere que solamente la banda
de 55 kDa es calreticulina, ya que la CRT inmunoprecipitada de células Cos7
transfectadas con calreticulina marcada con un epitope FLAG solamente precipita la
banda de 55 kDa. Adicionalmente, no se han reportado diferencias en el procesamiento
del RNA en CRT, aunque nuestro equipo ha observado modificaciones
postraduccionales como glucosilaciéon (O-GlcNAc) y fosforilacion (Robles-Flores et al.,
datos no publicados), lo que seguramente afecta la movilidad y peso de la proteina,
aunque no lo suficiente como para expresarse en bandas tan separadas. Debido a lo



anterior, se cuantificaron todas las bandas y también se cuantificé la banda principal de
55 kDa, obteniendo los mismos resultados que se resumen a continuacion:

Se sobrexpresa calreticulina en la fraccion nuclear de la linea HT29 y reduce su
expresion a la mitad en las células RKO en la misma fraccidon, aunque no hay cambios
significativos en la fraccion citoplasmica. Si se toma en cuenta la expresion total hubo un
aumento en las células HT29 y una disminucion en RKO con respecto a las 112CoN.
Ambas expresiones de las células malignas apoyan la evidencia de cambios en la
localizacion celular de CRT en el estado maligno. La sobreexpresion en nucleo en HT29
apoya reportes de un aumento de expresion nuclear, como en el caso de células
escamosas de carcinoma de cabeza y cuello (SQ-20B) analizadas nuclearmente
después de un tratamiento con radiacién ionizante, donde se reporta un aumento de
CRT (Ramsamooj et al., 1995). Por otra parte, el resultado de RKO coincide con otro
estudio realizado en adenocarcinomas de colon humano, en donde se vio una reduccion
sustancial de 51.7% (Toquet et al., 2007). Otros estudios que la asocian a estados
alterados de proliferacion, la identifican como una proteina de matriz nuclear
sobreexpresada asociada con el cancer de colon humano (Brunagel et al., 2003),
también se ha visto sobreexpresada en estudios de cancer colo-rectal (Alfonso et al.,
2005) y de esofago (Jazii et al., 2006), ambos usando muestras de biopsias de tumores
y mucosa normal y expresada de forma alterada en la linea celular MCF7 de cancer de
mama (Sarvaiya et al., 2006). Interesantemente, la sobreexpresion de CRT ha sido
relacionada con la sensibilizacion celular a sefales proapoptoticas inducidas por
farmacos (Nakamura et al., 2000; Kageyama et al., 2002), mientras que células
deficientes de calreticulina son mas resistentes a apoptosis inducida por rayos UV o por
farmacos (Nakamura et al., 2000), sucediendo lo mismo con la sensibilidad a la
apoptosis inducida por radiacion en células de glioblastoma U251MG (Okunaga et al.,
2006). Estos estudios abren un campo para estudiar si el decremento en la expresion o
la sobreexpresion de CRT en este sistema, tiene los mismos resultados de sensibilidad a
factores proapoptéticos y si se relacionan estos cambios con el nivel de diferenciacion
de las lineas celulares, ya que la linea de carcinoma RKO esta pobremente diferenciada

en comparacion con HT-29 que es de adenocarcinoma.

Poco se puede especular en cuanto al cambio de la expresion de CRT observado en

estos ensayos en células malignas a nivel citosélico, el cual debe afectar directamente



en las funciones que tiene, comenzando con las actividades mejor conocidas: la
regulacion y la homeostasis del Ca** (Gelebart et al., 2005) como chaperona, tal y como
se ha visto que sucede cuando hay choque térmico o algun estrés celular en el que se
necesite actividad extra en el plegamiento de las proteinas (Liu et al., 1997) y en la
adhesividad celular (Coppolino et al., 1997), debido a que no hubo un aumento
sustancial de CRT en la fraccion citoplasmica de las lineas celulares malignas con
respecto a la normal y porque no se sabe si hubo una distribucion diferencial entre

lumen y RE, pues a calreticulina se le asocia con varias funciones fuera del reticulo.

El analisis nuclear se hizo debido a que se ha reportado que células trasformadas con
alto potencial metastasico despliegan un patron alterado de proteinas nucleares
reclutadas en asociacion con la transformacion maligna u otros cambios celulares
relacionados (Samuel et al., 1997). A pesar de la senal de retencion en RE, calreticulina
se localiza también en el nucleo, donde su presencia no es clara, pero se tienen reportes
en los que la presencia en este compartimiento celular esta relacionada a la interaccién
del dominio N con receptores a glucocorticoides (Michalak et al., 1996; Roderick et al.,
1997), asi como relacionada con el transporte nuclear de los mismos (Holaska et al.,
2002), en el transporte de Ca®* intranuclear (Holaska et al., 2001) y con la regulacion del
transporte nuclear (tanto entrada como salida) de los factores transcripcionales NFAT3
(Mesaeli et al., 1999) y MEF2C (Li et al., 2002; Lynch et al., 2005).

Los datos obtenidos por Roderick et al., revelan que la presencia de calreticulina dentro
del nucleo, a pesar de no ser muy abundante, se ve aumentada como resultado de la
interaccidon con receptores de glucocorticoides, se relaciona con la cantidad y presencia
de éstos dentro del nucleo y se infiere que la proteina es capaz de entrar al nucleo en
asociacién con dichos receptores. A pesar de que no se conoce con certeza el
mecanismo que permita esta localizacion subcelular, hay estudios que demuestran que
la retrotranslocacion de calreticulina es posible, que esta mediada por el extremo
carboxilo de la proteina y que primero se encuentra en el RE antes de ser citosélica
(Paschal et al., 2005). También se sabe que tiene una sefial putativa de localizacion
nuclear (NLS) en su dominio P, lo que da elementos para que su localizacién nuclear
sea posible, y que no sea solo cuestion de error en la metodologia (Roderick et al.,
1997).



Otro aspecto en el que se le involucra en el nucleo, es la participacion en la regulacién
del supresor tumoral p53 mediada por calreticulina, afectando su grado de degradacion,
su funcidon y su localizacion nuclear. Estos estudios muestran que un decremento
significativo en CRT implica un fallo en la localizacién nuclear de tan importante supresor
tumoral (Mesaeli & Phillipson, 2004).

Ahora, a todos los elementos anteriores se agrega una posible funcion mas a la ya
multifactorial calreticulina, pues su interaccién con PKC le afiade otras posibilidades de
funcionalidad y participacién probable en las vias en donde se inserta PKC,
particularmente la via de Wnt no candnica (Wnt que se ha asociado, entre otras cosas, a
tumorigénesis y a la via canodnica) (Katoh & Katoh, 2007; Kuhl et al., 2000), en donde
puede participar indirectamente con la modulacién de calcio, y/o en la unién de PKC con
CRT, sin tener certeza de cuales serian las consecuencias biolégicas de dicha

interaccion.

Respecto a las lineas hepaticas, en HepG2 se observa un aumento en la fraccion
citoplasmica, aunque en la fraccion nuclear es poca la variacion observada con respecto
a las normales (C9). Aunque no se pueden hacer conclusiones certeras, debido a que
s6lo se tomaron como una referencia externa, se pueden intuir cambios que apoyan
estudios en los que se analizaron proteinas de la matriz nuclear de 11 carcinomas
hepatocelulares y los compararon con su correspondiente tejido normal, encontrando
expresion diferencial de calreticulina en el nucleo de las células malignas con respecto a
las normales (Yoon et al., 2000). Esto muestra que hay patrones diferentes entre cada
tejido y linea celular en estado maligno con respecto a las células normales, pues se
obtuvieron diferencias entre los resultados de colon e higado, y se puede concluir que

hay cambios de expresion proteica de CRT para cualquiera de los dos sistemas.

Esta proteina puede llevar a cabo tantas funciones que es intrigante y controversial, y
claramente se requieren investigaciones a futuro para poder entender a fondo las
funciones de calreticulina y dilucidar los multiples papeles que desempefia en la célula,

tanto en condiciones normales como en malignas.



Una vision integral de todos los procesos simultaneos realizados por CRT deben ser en
un futuro préximo analizados y ahi se debe tomar en cuenta la caracterizacion proteica
en las células a estudiar, para lo cual se ha dado un primer paso al conocer los niveles
de expresion tanto de CRT y de PKC en este sistema bioldgico.

El cancer en general y especificamente el de colon tienen una importancia crucial, ya
que la incidencia en la poblacién mundial es grande, y se continia agravando. Este tipo
de estudios es una aportacién significativa al conocimiento y al posible combate a esta
enfermedad tan multifactorial. Las estadisticas nacionales indican que en las personas
mayores de 45 anos, los enfermos por esta causa han aumentado 100%, de acuerdo a
una investigacion realizada por especialistas del ISSSTE y del Instituto Nacional de
Salud Publica, y se precisé que mientras en México y el mundo el cancer gastrico es la
segunda causa de muerte por tumor, en el ISSSTE el cancer de colon ocupa esta
posicidon por su incidencia entre los derechohabientes. Esta institucion reporta que el
cancer de colon afecta en igual proporcion a hombres y mujeres, ademas de que el

promedio de edad de los afectados es de 63 afios y que la mortalidad es muy alta (46).

Es por esto que este tipo de estudios tienen como objetivo general contribuir al
esclarecimiento de los mecanismos que conducen a esta enfermedad, y aportar
informacion que en un futuro cercano resulte practica y de manejo clinico que pueda

aportar datos tanto preventivos como de tratamiento.



8. CONCLUSIONES

* Se encontraron cambios significativos de expresion de isoformas de PKC
que coinciden con estudios en otros sistemas biolégicos.

* Las isoformas a, Bl, y 8, para las que se ha reportado que tienen un efecto
antiproliferativo, se encontré en este estudio que disminuyen su expresion
en las células malignas con respecto a las normales.

* Las isoformas ll, &, u, n, y C, que han sido relacionadas con ventajas
proliferativas, se encontraron sobreexpresadas significativamente en
células malignas.

* Se detectd un aumento de expresidon significativo de CRT en la fraccion
nuclear de la linea celular maligna HT-29, mientras que en las células
malignas RKO se redujo su expresion a la mitad con respecto a la linea
celular normal 112CoN.

* Se detectd la presencia de calreticulina en el nucleo celular, donde hubo
cambios de expresion significativos, asi como en la fraccion citoplasmica,
donde no hubo cambios importantes de expresiéon entre las lineas celulares.

* También hubo diferencias de expresion de calreticulina entre el estado

maligno y el normal en las células hepaticas analizadas.

9. PERSPECTIVAS:

Debido a que este trabajo tuvo como objetivo sentar las bases para posteriores
estudios, se pueden plantear varios panoramas que continuen y ayuden a dilucidar
la importancia fisiolégica de las proteinas estudiadas.

Las diferencias basicas de expresién de CRT y de las isoformas de PKC, y en
muchos casos, de localizacion intracelular encontradas en este estudio, indican
que existen alteraciones significativas entre el estado maligno y el estado normal
de las células analizadas con respecto a estas dos proteinas, lo que sugiere que

ambas juegan un papel fisiolégico importante en la generacion y/o mantenimiento



del fenotipo canceroso. Los resultados obtenidos en este trabajo pueden utilizarse
como base para los siguientes estudios:

--- Investigar el papel que juega la proteina cinasa C en la carcinogénesis de
colon. Especificamente, se puede investigar la participaciéon de las distintas
isoformas de PKC en la regulacion de la ruta de sefializacion Wnt, que esta
alterada en la mayoria de los casos de cancer colorectal, ya sea abatiendo la
expresion con RNAI o sobreexpresando las proteinas.

---- Dado que la homeostasis de calcio esta alterada en el cancer colorectal, y que
la calreticulina es esencial en el mantenimiento de esta homeostasis, seria
importante investigar como participa esta proteina en esta regulacion, tanto en el
estado normal como en el maligno.

---- Teniendo en cuenta que se conoce que la calreticulina es sustrato de PKC, y
se conocen sus patrones de expresion, seria importante investigar las
consecuencias de esta fosforilacion, y las isoformas de PKC encargadas

realizarlo.
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