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RESUMEN

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) es una citocina que participa en la regulacion de
diversos procesos celulares como son la proliferacién, adhesion, migracién y diferenciacion. En el
presente trabajo se estudiaron los mecanismos moleculares de regulacién y de accién de la citocina TGF-
B en dos procesos que se presentan durante la remodelacién tisular. Primero el papel del TGF-f como
factor profibrogénico al ser regulado por angiotensina Il (All) en las células estrelladas hepaticas (HSC)
activadas, principales células que participan en el desarrollo de la fibrosis hepatica; y segundo como
inductor de la transicién epitelio mesénquima (EMT), un proceso relevante tanto en fibrosis como en
cancer, evaluando principalmente nuevos efectores de los receptores para el TGF-.

En la primera parte, estudiamos los efectos de All en la modulacién de la expresién de las
isoformas del TGF-f en HSC. En varios modelos animales se ha observado que en altas
concentraciones, la All es capaz de provocar fibrosis hepética al regular a varias citocinas como el TGF-
B. Las HSC son células que se encargan de producir factores para la homeostasis del higado, cuando
existe un proceso inflamatorio, las HSC son activadas, y participan en el proceso fibrogénico produciendo
componentes de matriz extracelular y citocinas proinflamatorias. Nuestros resultados muestran que en las
HSC tanto quiescentes como activadas, la All es capaz de regular positivamente la transcripcion de los
genes que codifican a las isoformas 2 y 3 del TGF-B. Es notable que la All también puede inducir la
produccién de TGF-f activo en HSC activadas. La All en HSC activadas es capaz de sefializar a través
de diversas vias como PLC/Ca®/PKC, ERK y producir especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de
la NADPH oxidasa (Nox). Utilizando inhibidores de estas vias, observamos que el RNAm de las
isoformas del TGF-3 es regulado positivamente a través de Nox y ERK, mientras que la liberacion de la
forma activa de TGF-$3 es a través de la produccién de ROS.

En la segunda parte de este trabajo, se evaluaron las acciones del TGF-f sobre la induccion de
la EMT en la linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano, A549. Estas células cuando son
tratadas con TGF-3 por tiempos prolongados presentan varios marcadores de una EMT. El TGF- puede
activar en estas células a las proteinas Smads y a vias alternas como ERK, Akt y a RhoA. Ademas,
encontramos que utilizando dominantes negativas de RhoA se bloquean los cambios morfolégicos
inducidos por TGF-B en A549. El mecanismo por el cual los receptores a TGF- activan a RhoA no se
conoce, probablemente a través de intercambiadores de nucleétidos de guanina (RhoGEFs). Realizando
una bulsqueda en bases de datos para encontrar RhoGEFs candidatos regulados por la via del TGF-
encontramos a la proteina Gal3 y a los RhoGEFS con dominios RGS regulados por la familia Gal12/13
(p115, PDZ y LARG). Realizando transfecciones transitorias con Gal3 wild-type y QL (constitutivamente
activa) y ensayos de co-inmunoprecipitaciéon, encontramos que esta proteina puede interactuar con los
receptores a TGF-f3, independientemente de la actividad de cinasa de su receptor tipo I. De hecho, esta
interaccion sucede de manera endégena en A549, donde RhoA es activada por TGF-B. Transfectando los
dominios RGS de pl115, PDZ y LARG, para bloquear la activacion de Gal3 y RhoA, encontramos que los
Rho-GEFs PDZ y LARG participan en la activacion de RhoA por TGF-.



ABSTRACT

Transforming growth factor beta (TGF-B) is a multifunctional cytokine that controls several cellular
processes such as differentiation, proliferation and migration. Particularly, TGF-f is a key profibrogenic
factor in fibrosis development, increasing synthesis and deposition of ECM components and retarding
ECM degradation. In addition, TGF-p has been identified as one of the most important factors that initiate
and maintain epithelial-mesenchymal transition (EMT) process, where epithelial cells acquire
morphological changes as a result of a genetic re-programming that enables them for cell movement and
morphogenesis. Recently, EMT has been identified as a source to obtain fibroblasts in liver and kidney
fibrosis. In this work, we decided to study the molecular mechanisms of action and regulation of TGF-f
during tissue remodelling. First, we studied how angiotensin Il increases TGF-p levels in hepatic stellate
cells (HSCs). In the second part, we describe a new interaction between TGF-f receptors and Gal3,
important for RhoA signaling in an EMT model.

Angiotensin Il (All) is a vasoactive peptide that plays an important role in the development of liver
fibrosis by mainly regulating profibrotic cytokine expression such as TGF-B. HSCs are the major cell type
responsible for ECM deposition during liver fibrosis, and also are a target for All and TGF-f3 actions. Here,
we studied the effect of All on the mRNA levels of TGF- isoforms in primary cultures of rat HSCs. The
MRNA levels of TGF-B2 and -B3 were increased after All treatment in activated HSCs. In addition,
activated HSCs were able to produce active TGF-$ protein after All treatment. The mRNA expression of
TGF-B isoforms induced by All required both ERK1/2 and Nox activation but not PKC participation.
Interestingly, All has a similar effect on TGF-B expression in quiescent HSCs, although it has a smaller
but significant effect on ERK1/2 activation in these cells.

TGF-B signals through the type | and type Il serine/threonine kinase receptors, members of activin
receptor-like kinases (ALK) family. Activated type | receptor (TBRI) is able to phosphorylate Smads
proteins, which are the pivotal intracellular mediators in TGF-f signaling. However, it has been described
that the TGF-B receptors (TBRs), activate non-Smad signalling pathways, like the small GTPases Ras and
Rho. The guanine nucleotide exchanger factors (GEFs) promote exchange of bound GDP for GTP for
Rho activation; GEFs proteins can be regulated via different mechanisms including TGF-§ signals. We
used A549 cell line in order to study EMT process induced by TGF-f; we analyzed several markers of
EMT as E-cadherin repression, snail upregulation, stress fibers formation and morphological changes.
Also, we observed Smads, ERK1/2, Akt and Rho activation; notably, ERK1/2 and Rho activation induced
by TGF-$ occurred independently of TBRI kinase activity. Dominant-negative Rho blocked morphological
changes in A549 cells produced for TGF-p-treatment. In order to identify Rho-GEFs regulated by TBRs in
response to TGF-B, we used a bioinformatic approach, searching in the LUMIER and OPHID databases,
we found Gal3 protein and RGS-RhoGEFS family (p115, PDZ y LARG). We found that Gal3 interacts
with TBRs in AD293 (transiently transfected) and A549 (endogenous) cells. Additionally, PDZ- and LARG-
RGS domains, but not p115-RGS domain, blocked Rho activation by TGF- in A549.



INTRODUCCION

1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE § (TGF-B)

El Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-f) es una citocina con multiples efectos sobre las
células, es capaz de controlar el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacién, la motilidad y la
apoptosis. EI TGF-p regula también, la produccion de sensores y moduladores celulares como proteinas
de matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), citocinas y receptores. Todos estos procesos son
esenciales en la morfogénesis y en la reparacion tisular, asi como en € mantenimiento general de la
homeostasis del organismo (Shi & Massagué, 2003; Herpin et al., 2004). Si se llegan a presentar
alteraciones en la regulacion o en las acciones del TGF-f3, se desencadenan patologias como el cancer, la
fibrosis o incluso se ocasionan defectos en € desarrollo embrionario, |0 que resalta la importancia de esta

citocina

Uno de los efectos fisioldgicos més importantes del TGF-f es su participacion en la iniciacion,
modulacion y finalizacion del proceso de reparacion o cicatrizacion de los tejidos. EI TGF-f controla la
produccion y la acumulacion de proteinas de ECM, induciendo la expresion de éstas en células
mesenguimatosas y epiteliales. Este factor, también modula la adhesion de las células alaECM al regular
la expresion de integrinas y moléculas de adhesion (Border et al, 1995), y ademas es un factor

quimiotéctico y de proliferacion para fibroblastos.

En el cancer, el TGF-f tiene un papel dua actuando como un supresor de tumores al inhibir la
proliferacion celular através de la represion de la expresion de proteinas inhibidoras del ciclo celular y, a
mismo tiempo, funciona como un factor pro-oncogénico debido a que es capaz de inducir una
remodelacion de la ECM para permitir la migracion celular (Shi & Massagué, 2003); alterar la respuesta
del sistema inmune para que las células cancerosas sobrevivan y muy significativamente, estimula la
transformacion celular o latransicién de epitelio a mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés). Tanto en
la reparacion tisular como en el cancer, las células epiteliales presentan esta transformacion. Ocurre
cuando las células epiteliales pueden ser convertidas reversible o irreversiblemente a células
mesenquimatosas, adquiriendo asi la capacidad de migrar a sitios especificos, lo cual es una de las
caracteristicas de este Ultimo fenotipo (Hay, 2005). De manera general, en el proceso de EMT se producen
modificaciones importantes en el fenotipo celular, debido a cambios en la expresién epigénetica que

modifican los sistemas de adhesion célula-célula, y entre célulay matriz extracelular; ademés entre estos



cambios, se incluyen modificaciones en el citoesgueleto que permiten que la célula epitelial pierda su
polaridad y adquiera una capacidad migratoria (Hay, 2005; Weinberg, 2007).

1.1 LA SUPERFAMILIA DEL TGF-g

El TGF-f3 es e miembro prototipo de una superfamilia de proteinas que comparten un arreglo
estructural. Los miembros de la superfamilia del TGF-f3 son factores reguladores de varios procesos
celulares como € crecimiento, la proliferacién, la diferenciacion, lamovilidad y la apoptosis (tabla 1). Las
formas activas de los miembros de esta superfamilia son dimeros unidos por puentes disulfuro que
contienen subunidades de 110 a 140 aminoacidos. Las subunidades son sintetizadas como complejos
latentes, incapaces de unirse a receptor y necesitan por lo tanto ser activados en el medio extracelular por

la actividad de varias proteasas 0 por lainteraccion con integrinas (Lépez-Casillas, 1998).

Esta superfamilia de citocinas comparte una estructura caracteristica central que se conoce como
e nudo de cisteinas, que comprende tres puentes disulfuro intracadena. Otra cisteina forma un puente
disulfuro (intercadena) con la cisteina correspondiente en el otro monémero. A partir de este arreglo, en
cada mondémero se extienden 4 laminas 3 y en direccion opuesta a estas, una a-hélice. Dentro de la
superfamilia del TGF-f se encuentran la subfamilia de las proteinas morfogenéticas de hueso (BMP) y los
factores de crecimiento y diferenciacion (GDF), la subfamilia de las activinas/inhibinas y la subfamilia del
TGF-B, esta comprende las 5 isoformas del TGF-f: TGF-p1, TGF-$2 y TGF-f3 presentes en mamiferos,
TGF-B4 en polloy TGF-B5 en Xenopus (Shi & Massagué, 2003; Herpin et al., 2004).

El dimero del TGF-p es producido por casi todos los tipos celulares y es sintetizado como pro-
proteinas homodimericas unidas por dos enlaces disulfuro (figura 1A). Cada monémero de la pro-proteina
tiene una longitud de 390 aminoécidos, que sufre una protedlisis para producir la forma activa 0 madura
de 112 aminoécidos, localizados en la porcién carboxilo terminal, y un péptido asociado de latencia en la
porcion amino (LAP) (Lopez-Casillas, 1998; Shi & Massagué, 2003). Esta pro-proteina se pliega en el
aparato de Golgi donde enzimas convertasas de proproteinas como la furina cortan al TGF-f§ del LAP,
ambas proteinas permanecen asociadas por interacciones electrostaticas débiles; en este mismo sitio LAP
se asocia a la proteina de union a TGF-f latente (LTBP) formando 1o que se conoce como e complejo
latente principal del TGF-B (LCC). Cuando € LCC es secretado permanece unido covalentemente a la
matriz extracelular (figura 2) (Lépez-Casillas, 1998; Annes et al., 2003). EI TGF-p se activa o libera
cuando el LCC interacciona con proteasas, con integrinas como avf6 o con latrombospondina-1 (TSP-1);

también puede ser activado por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por la



acidificacion del medio, liberando asi la forma madura y soluble del TGF- que puede unirse a sus

receptores (Annes et al., 2003).

Tabla|. Miembros de la Superfamiliadel TGF- y sus principales funciones.

NOMBRE (HOMOLOGO) % ACTIVIDADES REPRESENTATIVAS
Subfamilia BMP2
BMP2 (DppP) 100 Gastrulacién, neurogénesis, condroigénesis, apoptosis
BMP4 92 interdigital
Subfamilia BMP5
D
gﬁi:/(\?or? ) 21 Junto con BMP2 y BMP4 participa en el desarrollo de
BMP7/O%1 60 6rganos y neurogénesis
BMP8/0P2 55
Subfamilia GDF5
57
gggg;ggg\gl 4 Condrogénesis en el desarrollo de extremidades
GDF7 57

Subfamilia Vg1

GDF1(VglX) 42 Induccién mesodérmica axial en ranas y peces
GDF3/Vgr2 53

%Lﬁg%?élégeﬁﬂiiina 48 Diferenciacion osteogénica, formacion de huesos y
GDF10 8 46 quimiotaxis de monocitos

Miembros intermedios

Nodal (Xnr 1-3X) 42 Induccién del mesodermo axial, regulacion de la
Dorsalina 40 diferenciacion celular en el tubo neural, inhibicion del
GDF8 41 crecimiento del musculo esquelético

GDF9 34

Subfamilia Activina Produccion de la hormona foliculo estimulante (FSH),
Activina BA-BE 42 diferenciacién celular eritroide

Inhibina A-B

Subfamilia TGF-f Inhibicién del crecimiento, apoptosis, diferenciacion celular,

TGF-B1 35 . -, . .,
TGF-B2 34 1nmu.nosupre51on, homeostasis celular, producciéon de
TGF-B3 36 matriz extracelular

Miembros divergentes

MIS/AMH 27 Regresion del tubo Miilleriano

Inhibina o 22 Inhibiciéon de las acciones de activina

GDNF 23 Desarrollo del rifién

Los miembros listados han sido identificados en humano y ratén. Entre paréntesis se muestran los homélogos en
Drosophila (°) y Xenopus (¥). El porcentaje se refiere a la identidad de aminoécidos con respecto a BMP2. GDF,
factor de diferenciacion y crecimiento. CDMP, proteina morfogenética derivada del cartilago. MISJAMH, sustancia



inhibidora de la hormona Miilleriana. GDNF, factor neurotréfico derivado de la célula glial. Tomado de Massagué,
1998.

Figura 1. Estructura del TGF-$. A) Estructura representativa del TGF-f3, los dos monoméros estan en color verde
y azul, los residuos de cisteinas y los puentes disulfuro en rojo. B) Alineamiento de los residuos de aminoécidos de
las 3 isoformas del TGF-f3, (*) indica residuos idénticos, (;) sustitucion conservada. Tomado de Shi & Massagué, 2003;
Laverty et al., 2009.

Las formas activas del TGF-f1, TGF-$2 y TGF-3 en mamiferos son moléculas diméricas de 25
kDa aproximadamente, cada una compuesta de monémeros idénticos (figura 1A). Entre laisoformaly la
2 existe un 68% de identidad y 80% de similitud, entre laisoforma 1 y 3 hay un 76% de identidad y un
86% de similitud, mientras que las isoformas 2 y 3 tienen arededor de un 79% de identidad y un 91% de
similitud (figura 1B) (LOpez-Casillas, 1998). Estas isoformas tienen propiedades semejantes in vitro, ya
que inhiben la proliferacién en muchos tipos celulares e inducen apoptosis en células epiteliales. Aunque
en varios tgidos in vivo, por € contrario, las tres isoformas estimulan la proliferacion de las células
mesenquimatosas y la produccién de componentes de matriz extracelular, induciendo una respuesta
fibrética (Howat et al., 2002; Kinbara et al., 2002; Yu et al., 2003).



Figura 2. Sintesisy activacion del TGF-B. El TGF-f3 es sintetizado como una pro-proteina precursora, después de
la eliminacién del péptido sefial (PS) € precursor es cortado en el sitio RXXR por convertasas dentro de Golgi para
liberar a factor maduro. El factor permanece asociado a pro-domino o péptido asociado a latencia (LAP) por
interacciones no covalentes formando un complejo latente, que puede unirse a proteinas de unién (LTBP) y ala
matriz extracelular (ECM). Tomado de Herpin et d., 2004.

En € proceso de reparacion tisular las isoformas del TGF-f pueden tener distintos efectos en las
mismas células. EI TGF-p1 puede ser un factor estimulador o inhibidor para la quimioatraccion de
monocitos, macréfagos, linfocitos, neutréfilos y fibroblastos, ademas estimula la liberacion de citocinas de
estas células. El TGF-f1 es un importante factor angiogénico y regulador de la matriz extracelular,
ademas activa a promotor de su propio gen autorregulando positivamente su expresion, amplificando asi
sus efectos. En cambio, poco se sabe de las acciones de TGF-$2 y TGF-33, aunque se conoce que ambos
son importantes en la finalizacion o cierre del proceso de cicatrizacion, principalmente en la restitucién de
la neodermis y de la microvasculatura (O'Kane et al., 1997). El TGF-p2 participa en angiogénesis, y a
igua que TGF-B1, induce la proliferacién de fibroblastos y promueven el depdsito excesivo de
componentes de ECM. En cambio € TGF-3 no tiene e mismo efecto proliferativo en fibroblastos, pero
si un efecto mayor que las otras dos isoformas en la inhibicion de la sintesis de DNA en queratinocitos,
disminuye el depdsito de fibronectina, de las colagenas | y |11, megjora la arquitectura de la neodermis y
reduce la cicatrizacion (O'Kane et al., 1997; Kinbara et al., 2002).

Las diferentes isoformas del TGF-p participan en distintos aspectos de la EMT principalmente

durante el desarrollo embrionario. Durante la formacién de la cresta neural, las 3 isoformas del TGF-3 y



las BMP2 y BMP4 influyen directamente en el destino de las células que forman la cresta. Estas proteinas
se expresan cerca de la cresta premigratoria y de ésta surgirdn los distintos tipos celulares que son
esenciales para € desarrollo del corazon, € desarrollo craneofacial y en general la formacion de los
distintos érganos (Dorsky et al., 2000).

En un mismo sitio las tres isof ormas pueden actuar de forma distinta; por g emplo, las tres regulan
laformacion del paladar, el TGF-f1y e TGF-f32 participan en el crecimiento celular, mientras el TGF-$3
regula la transformacién del epitelio del limite medio a mesénquima, e cua se encargara de cerrar €
paladar (Nawshad et al., 2004). En el desarrollo del tejido cardiaco, el TGF-f32 se encarga de la separacion
del endotelio y el TGF-B3 se expresa en €l inicio de la cardiogénesis, principalmente en el endotelio que
sufre una transformacién endotelio-mesénquima (EndMT), un proceso similar a la EMT (Boyer et al.,
1999).

1.2 ViASDE SENALIZACION DEL TGF-f

La sefializaciéon de los miembros de la superfamilia del TGF-f3 ocurre a través de dos tipos de
receptores con actividad de cinasa de residuos de serinas y treoninas, |os receptores tipo | y los receptores
tipo I (figura 3A). En mamiferos, se han identificado 7 receptorestipo | y 5 receptorestipo |1, que se unen
diferencialmente a miembros de la superfamilia del TGF-f (figura 3B). Los receptores para el TGF-f son
e TPRI o ALKS5 (receptor tipo 1) y e TPRRII (receptor tipo Il); ambos tipos de receptores son
glicoproteinas, el tipo | con un peso aproximado de 55 kDa, y € tipo Il de ~70 kDa. Estas proteinas
contienen una region corta extracelular con un dominio de 9 cisteinas, una region transmembrana y una
regién citoplasmética que contiene un dominio de cinasa. Ademas, en el caso del TBRII se presenta una

cola citoplasmética en laregion carboxilo terminal rica en serinasy treoninas (Massague et al., 1994).

El receptor TRRII esta constitutivamente activo y presenta la mayor afinidad para unir al ligando.
Este complejo ligando-receptor 11 propaga la sefial hacia el interior celular formando heterocomplejos
con €l receptor TRRI para activarlo. Después de la union del ligando, € TPRII fosforilaa TPRI en e
dominio GS, constituido por aproximadamente 29 aminoécidos y con numerosos residuos de glicinas,
serinas y treoninas (figura 3A). Esta fosforilacion cambia la conformacion del receptor TR, activando
su dominio de cinasa, y permitiéndole por tanto propagar la sefia a través de la fosforilacion de las
proteinas Smad. El TBRI contiene ademas, una regién adyacente a dominio GS denominada el asa L45,
gue participa en la unién de las proteinas Smads, y que especifica la interaccién selectiva entre las R-
Smadsy los distintos receptorestipo | (figura3B) (Massagué et al., 1994; de Caestecker, 2004).



Las Smads son proteinas que constituyen la via de sefidizacién candnica activada por los
miembros de la superfamilia del TGF-p. Las Smads reguladas por el receptor o R-Smads, comprenden a
las Smadl, 2, 3, 5y 8, las cuales son fosforiladas directay especificamente por los receptores tipo | en
las Ultimas dos serinas conservadas en el motivo SSXS de su extremo carboxilo (Mehra & Wrana, 2002;
Shi & Massagué, 2003). Esta fosforilacion permite la formacion de complejos entre las R-Smad y la
Smad comun o Co-Smad, Smad4; estos complejos son translocados a nucleo donde se unen al DNA en
secuencias especificas, y junto con coactivadores o co-represores determinan la respuesta celular
inducida por el TGF-g (figura4) (Mehra & Wrana, 2002).

Figura 3. Familia de receptores tipo | y tipo |l de la superfamilia del TGF-f§. A) Mecanismo de
activacion de los receptores a TGF-B. Al unirse el ligando, el dominio de cinasa de residuos de serinas-treoninas del
receptor tipo |1 fosforila a receptor tipo | en el dominio GS, permitiendo la activacion de la cinasa de este receptor.
B) Miembros de la familia de receptores tipo | y tipo I, se muestran las distintas combinaciones entre los tipos de
receptores y las proteinas Smads que definen las respuestas en |a sefializacién. Tomado de Massagué, 1998; Derynck &
Zheng 2003.

Ademés de la activacion de la via canonica de las proteinas Smads, el TGF-f activa a otras vias de
sefializacion que ayudan a regular las acciones del TGF-f3. Dependiendo del contexto celular, el TGF-3
puede activar la viade MAPK: ERKSs, JNK y p38; GTPasas como Ras, RhoA, Racy Cdc42, y laviade
PI3K y su efector Akt (figura 4) (Derynck et al., 2003; Moustakas & Heldin, 2005). Las proteinas G
pequefias 0 GTPasas monomeéricas como Ras y la familia de Rho (RhoA, Cdc42 y Rac) son reguladas
por factores intercambiadores de nuclettidos de guanina (GEFs) y proteinas activadoras de GTPasas
(GAPs). Los GEFs ayudan a las GTPasas a intercambiar el GDP gue tienen unido en su estado inactivo
por el GTP, para cambiar a su estado activo e iniciar lainteraccion con sus distintos efectores. Las GAPs

estimulan la actividad de GTPasa de |as proteinas G pequefias, para hidrolizar el GTP unido y asi volver



a su estado inactivo unido a GDP. En condiciones normales, la actividad de las GTPasas esta
estrictamente regulada, y es dependiente del tipo celular y de la sefidizacion especifica del receptor.
Ademés, €l estado de activacion de todas las GTPasas es dependiente del balance de actividad entre
GEFsy GAPs que se encuentre en la célula. Existen diversos GEFs gque pueden activar a Ras como Sos,
Vav, Dbl, y Ras-GRF entre otros, dependiendo € tejido donde se expresen (Quilliam et al., 2002) y se
han identificado hasta el momento arededor de aproximadamente 70 GEFs, 60 GAPsy 3 GDIs para la
familia de Rho (Ellenbroeck et al., 2007).

La activacion de MAPK por e TGF-f a través de Ras, puede participar en la regulacion de la
transcripcion de genes, colaborando junto con las Smads. Esta habilidad del TGF-p para activar ambas
vias, tiene un papel importante en la transicion de células epiteliales a células mesenquimatosas (Lee et al .,
2007; Derynck et al., 2003). Existen varias evidencias sobre la cooperacion entre la via de Smads y las
vias de MAPK para la produccién de componentes de ECM e induccion de laEMT por TGF-f, al regular
factores de transcripcién como AP-1. En células mesangiales, €l promotor de la coldgena tipo | requiere
no solo la accién de las Smads sino también la sefidlizacion de Ras’ERK, y en fibroblastos de la dermis
requiere la activacion de p38. Sin embargo, en ambos tipos celulares el TGF-f3 regula la expresion del
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), a través de Smads y Ras’/ERK. En otras acciones del
TGF-p, Smad2 y Ras cooperan para mediar laEMT, y laformacion de metéstasis en células epiteliales de
glandula mamaria (EpH) (Oft € at., 2002). De hecho se considera como un prerrequisito la activacion
congtitutiva de Ras para que ocurrala EMT de hepatocitos y de EpH (Gotzmann et al, 2002; Janda et al .,
2002).

Lafamilia de GTPasas de Rho intervienen en la organizacion del sistema de filamentos de actina
importantes en laEMT para |os procesos de migracion e invasion: RhoA regula la formacion de fibras de
actinay miosina contréactiles (fibras de estrés), asi como las adhesiones focales; Racl regula la formacion
de profusiones ricas en actina (lamelipodios) y también la ondulacion de la membrana; por ultimo Cdc42
regula la formacion de filopodios. Estas 3 GTPasas, Rac, Rho y Cdc42 cooperan para regular los cambios
en e citoesqueleto que se requieren para la migracion celular (Malliri et al., 2003). El TGF-p puede
activar a esta familia de GTPasas dependiendo € contexto celular, por ejemplo en macréfagos €l TGF-
activa a RhoA y a Rac para permitir la migracion de estas células. Otros reportes han demostrado que
TGF-p y RhoA conjuntamente permiten la transformacion celular en células que atraviesan por una EMT,
ya que a usar dominantes negativos de RhoA, e TGF-f ya no puede inducir EMT (Bhowmick et al.,
2001).
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2. PARTICIPACION DEL TGF-B EN PROCESOS REGULADORES DE LA REMODELACION TISULAR
COMO LA FIBROSIS Y LA TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA.

La fibrosis es un padecimiento que comprende e depdsito excesivo de componentes de matriz
extracelular, ocasionando dafios estructurales y funcionales del tejido afectado. Después de un dafio o
estrés se desencadena un evento inflamatorio, diversas células y factores solubles participan en la
eiminacién del dafio que desencadend la respuesta, pero ante la persistencia de éste, la inflamacién
sostenida provoca darios al tejido (Bedossa et al., 2003). Estos dafios se resumen en la persistencia de la
inflamacién, la apoptosisy necrosis de células del tejido. Conjuntamente, existe un incremento importante
en el deposito de tegjido conectivo fibroso (principalmente colégena tipo | y fibronectina) debido a la
activacion de fibroblastos que proliferan y migran hacia € sitio de dafio, estas céulas son las principales
sintetizadoras de ECM (Leask et al., 2004); ademas de lainhibicién de la degradacion (fibrélisis) de ECM
por metal oproteasas (MMPs) al sintetizarse varios inhibidores de estas enzimas (TIMPs).

Figura 4. Vias de sefializacion del TGF-f. El TGF-f es sintetizado como un complejo latente, que puede
ser liberado por trombospondina-1 (TSP-1), integrinas, metaloproteasas (MMPSs) o0 especies reactivas de oxigeno
(ROS). Una vez liberada su forma activa, e TGF-p puede entonces unirse a sus receptores (TBRs) activar a las

11



Smads y a vias alternas como ERK, p38 y RhoA, que ayudan a modular genes blancos del TGF-§ para regular la
reparacion tisular. Tomado de Shi & Massagué, 2003.

Si estos procesos persisten de manera constante pueden desencadenar la pérdida de la funcion del
organo afectado o incluso la muerte. EI TGF-f es uno de los principales factores que estimula la
produccion de componentes de la ECM y de inhibidores de lafibrdlisis, causando una remodelacion en la
arquitectura del tejido afectado lo que puede llevar a la pérdida de su funcion (Border et al, 1995). De
hecho, desde hace varios afios se conoce la participacion del TGF-p en enfermedades cronicas como la
glomérulonefritis, escleroderma, fibrosis idiopatica pulmonar y cirrosis hepatica entre muchas otras,
debido a su excesiva produccion y a su principal funcién como regulador de la composicién de la matriz

extracelular (Border et al, 1995; Lépez-Casillas, 1998).

El TGF-p es la citocina central en la generacion de miofibroblastos y el principal regulador de la
remodelacion de matriz extracelular. En un tejido normal, los fibroblastos son quiescentes, es decir se
encuentran en fase GO del ciclo celular y su principal funcion es el mantenimiento de la homeostasis de la
ECM. En la fibrosis y en los mecanismos de reparacion tisular, los fibroblastos se “activan” y se
convierten en miofibroblastos (MFB) los cuales se caracterizan por un incremento en su proliferacion, un
aumento en lamigracion y la contraccion celular, por la expresion de a-actina de musculo liso (a-sma), la
sintesis de citocinas y principalmente por e aumento en la produccién de ECM intersticial (Guarino et al.,
2009). Entre las citocinas que secretan los MFB esta el TGF-3, € cual regula su propia produccion,
perpetuando asi €l estado de activacion de los MFB y la produccion de ECM. Como se ha mencionado, €l
TGF-B es uno de los més poderosos inductores de ECM, en la tabla | se resume la accion del TGF-f1

sobre estos genes (Branton & Kopp et al., 1999; Guarino et al., 2009).

El TGF-1 ha sido laisoforma mas estudiada en fibrosis, en cambio, poco se sabe de las acciones
de las isoformas TGF-f2 y TGF-f3, ya que in vitro las 3 isoformas actlan de manera similar en la
regulacion de los genes de ECM (Yu et al., 2003). Las isoformas TGF-2 y TGF-f3 se han estudiado mas
ampliamente en el contexto de reparacion tisular dérmica, y ambas son importantes en la finalizacion o
cierre del proceso de cicatrizacion principamente en la restitucion de la neodermis y de la
microvasculatura. TGF-B2 participa en angiogénesis y a igual que TGF-B1 induce la proliferacion de
fibroblastos, y promueven el depdsito excesivo de componentes de ECM. En cambio el TGF-3 no tiene
el mismo efecto proliferativo en fibroblastos, pero tiene un efecto mayor gque las otras dos isoformas en la
inhibicion de la sintesis de DNA en queratinocitos, disminuye el dep6sito de fibronecting, y de las

colagenas | y |11, mejorala arquitectura de la neodermisy reduce la cicatrizacion (Kinbara et al., 2002).
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2.1 FIBROSISHEPATICA

La fibrosis hepética es un proceso activo de reparacion tisular, que involucra la activacion de
células peri-sinusoidales especializadas que generan un amplio espectro de componentes de ECM,
citocinas proinflamatorias, mediadores lipidicos, prostaglandinas y ROS. En la fibrosis hepética, tanto la
cantidad como la composicion de ECM se ve alterada: en estados avanzados el higado fibrético contiene 6
veces mas ECM que un higado normal, incluye el aumento de 8 veces en la colégena I, 4 veces en la
colagena Il1, 14 veces en la colagena |V, fibronectina y elasting, entre otros (Gressner & Weiskirchen,
2006). El proceso de fibrogénesis en e higado empieza por la destruccién del parénquima hepatico
(necrosis) debido a multiples agentes y mecanismos nocivos, seguido por un proceso inflamatorio que
activa a células peri-sinusoidales como las células de Kupffer (macréfagos) y las células estrelladas
hepaticas (HSC).

Tabla Il. Efectos del TGF-f1 sobre la expresion de los principales componentes de matriz extracelular.

Los efectos que se muestran son la acumulacion de RNA mensajero, transcripcion y sintesis de la proteina. Las
flechas indican aumento o disminucion, --- indican que no hay cambio, espacio en blanco indica que no hay reportes.

PROTEINA DE MATRIZ ACUMULACION DE TRANSCRIPCION SINTESIS
RNA MENSAJERO

Coldgena
I 1 1 1
11 ! 1
11 ! t
1% ! ! 1
v ! f
VII )
XVI !

Membrana Basal
Laminina i ! !
Entactina/nidogeno i i
Perlecano il ! 1

Matriz intersticial
Fibronectina ! ! 1
Osteopontina T T
Thrombospondina i
Tenascina i !
Osteonectina/SPARC i i
Elastina ! ! 1
Biglicano i --- !
Decorina i i
Hyaluronano NA NA T

Tomado de Branton & Kopp (1999) Microbes and Infection, 1, 1349—-1365.
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Las HSC son las principales células productoras de la ECM en el higado, y estas células pueden
pasar de un estado quiescente a un estado activado, gracias a distintos factores inflamatorios (Blomhoff et
al., 1991). Las HSC se localizan en el espacio sinusoidal dentro de los I6bulos hepéticos, estas células se
caracterizan principalmente por el almacenamiento de vitamina A y por su estructura celular. En el higado
normal, estas células representan del 5 al 10% del total de células hepéticas; su principal funcién cuando
estan quiescentes o inactivas es el almacenamiento y el metabolismo de retinoides, la sintesis de factores
de crecimiento hepéticos y de citocinas, ademés de su papel en la regulacion del flujo sanguineo
sinusoidal (figura 5) (Ratziu et al., 1997). La activacion de las HSC implica un proceso de diferenciacién
o transdiferenciacion celular que conlleva ala expresion de un fenotipo de MFB (Friedman et al., 2000).
En este proceso, las células pierden e retinol, y presentan varios cambios morfolégicos, entre ellos,
adquieren una forma elongada, expresan a.-sma, y otras caracteristicas de los MFB ya mencionadas. Las
HSC activadas también adquieren nuevas propiedades como la expresiéon de novo de distintos receptores
que les permiten responder a distintos estimulos (figura 5) (Friedman et al., 2000; Blomhoff et al., 1991).
Entre las citocinas que secretan se encuentra el TGF-f3, de hecho la activacion de las HSC incrementa la
respuesta a TGF-f3 através de laregulacion de la expresion de |os tres receptores a TGF-f |0 que potencia
sus efectos sobre la ECM (Bedossa et al., 2003).

Existen varios agentes identificados como factores de riesgo en el desarrollo de la fibrosis
hepética como IL-13, TNF-a y TGF-f; de hecho, se han descrito varios mediadores solubles con actividad
vasoactiva: sustancias vasodilatadoras como la relaxina tienen efectos antifibréticos, en cambio sustancias
vasoconstrictoras como la norepinefrina, la endotelinal y la angiotensina Il (All) tienen efectos
profibréticos. La All tiene un efecto importante en la fibrosis hepética, induce la produccion de citocinas
inflamatorias en monocitos, permite la infiltracion de células inflamatorias y, particularmente en las HSC
induce la proliferacion, la sintesis de citocinas proinflamatorias y de coldgena ademas de otros
componentes de ECM (Bataller et al., 2005; Cheng et al., 2005).

No sblo las HSC-MFB participan en el proceso de fibrosis, estudios recientes demuestran una
poblacién heterogénea de MFB que participan en e proceso de fibrosis hepatica, situacion que también
ocurre en fibrosis pulmonar, fibrosis renal y el proceso de reparacion en la piel. Asi se ha propuesto la
generacion de MFB que se originan de diversas fuentes celulares. derivados de fibroblastos de espacios
portales, de medula Gsea (células madre mesenquimatosas y fibrocitos circulantes); ademés se han
reportado MFB derivados de laEMT de hepatocitos y colangiocitos (epitelio del ducto biliar), pero que no

expresan a-sma (Gressner et al., 2008; Parola et al., 2009). En diversos estudios se ha estimado que cerca
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del 68% de las HSC y 70% de MFB de higados cirréticos de ratdn, se originan de la medula dsea.
Ademés, existe una subpoblacion de leucocitos CD45'/CD34" capaces de sintetizar coldgena tipo |, que
ademas de los fibrocitos participan en procesos como €l escleroderma, la fibrosis pulmonar y la fibrosis
renal (Gressner et al., 2008).

Actualmente existe una hipétesis que puntualiza un importante mecanismo de amplificacion del
reservorio de MFB durante la fibrogénesis del tejido dafiado (Kalluri & Weinberg, 2009). Esta hipbtesis
reside en la generacion de fibroblastos o células mesenquimatosas a partir del epitelio existente, es decir,
sufren una EMT. Este proceso es reconocido ampliamente en desarrollo embrionario y en cancer (Hay,
2005).

Figura 5. Modelo de activacion de las Células Estrelladas Hepaticas (HSC). Las HSC son las
principales células productoras de citocinas proinflamatorios y de ECM cuando existe un evento inflamatorio en €l
higado por algin dafio. Las HSC son capaces de activarse o transdiferenciarse en MFB, en este fenotipo expresan
una amplia variedad de receptores de novo que le permiten responder a una diversidad de estimulos (perpetuacion).
Cuando € dafio es reparado se cree que estas las HSC vuelven a un estado quiescente o que sufren apoptosis. Tomado
de Friedman SL, 2000.
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3. LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (EM T) COMO ORIGEN DE MIOFIBROBLASTOS

La definicion de EMT describe el complicado proceso por el cua las células epiteliales pierden
sus caracteristicas y adquieren un fenotipo mesenquimatoso (Weinberg, 2007). Existen dos tipos
principales de tejido con base en su morfologia y caracteristicas funcionaes: el tejido epitelia y €
mesenquimatoso. El epitelio se compone de céulas unidas estrechamente una a la otra y adheridas
también ala membrana basal, con una polaridad apical-basal; esto permite a epitelio funcionar como una
barrera fisica y una superficie secretoria/absorbente. El tejido mesenquimatoso consiste de células poco
organizadas, coexistiendo individuamente dentro de la ECM que ellas mismas producen y con una
capacidad migratoria importante (Alberts et al, 1994; Hay, 2005; Guarino et al., 2009). El proceso de
EMT es una teoria recientemente acufiada (Kalluri & Weinberg, 2009) que se gjusta a la inherente
plasticidad del epitelio, ofreciendo nuevas perspectivas en el estudio de las funciones epiteliales
dependiendo del ambiente y |0 mas importante, deja atras el concepto de inmutabilidad o diferenciacion
terminal del epitelio (Neilson, 2007).

Existen trestipos de EMT: €l tipo 1 ocurre en el desarrollo embrionario donde el epitelio primario
se transforma a células mesenquimatosas como parte del evento de gastrulacion o en la migracién de las
células de la cresta neural; algunas de estas células generaran un epitelio secundario para formar los
organos de origen endodérmico o mesodérmico. En la EMT tipo 2, |los epitelios secundarios o las células
endoteliales se transforman a fibroblastos tisulares. En la reparacién tisular, la EMT tipo 2 empieza como
consecuencia de un evento inflamatorio donde las células epiteliales intentan reparar el dafio a
transformarse a células equivalentes a fibroblastos (figura 6); cuando la inflamacion disminuye los
fibroblastos derivados de la EMT sufren apoptosis y € proceso de reparacion tisular termina. Sin
embargo, cuando la inflamacion es persistente, a través de una EMT surgen més fibroblastos que junto
con las células del sistema inmune pueden dafiar irreparablemente € 6rgano afectado (Savagner, 2001;
Zeisberg & Neilson, 2009). Por ultimo, en la EMT tipo 3, las células cancerosas epiteliales localizadas en
los nédulos tumorales cambian a células metastasicas que migran por e torrente sanguineo y forman

nuevos nédul os tumorales distantes (figura 6) (Zeisberg & Neilson, 2009).

Existe evidenciain vitro ein vivo sobre laEMT tipo 2 en lafibrosis renal, lafibrosis pulmonar, en
la reparacion de la dermis y fibrosis hepética. En ésta Ultima, se han realizado estudios con ratones
transgénicos que expresan a menos dos marcadores para seguir la transicién de hepatocitos a fibrobl astos,

la albumina-pgal y la proteina especifica de fibroblastos-1 (FSP-1). Este estudio revela que cerca del 45%
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de los fibroblastos positivos para FSP-1 derivaron de hepatocitos y aproximadamente se detecté un 60%
de hepatocitos FSP-1" y abumina’, o que describe un estado “intermedio o parcial” de EMT tipo 2
(Zeisberg et al., 2007). En hepatocitos en cultivo y en lalinea celular de hepatocitos AML12, laadicién de
TGF- por 48-72 h provoca también cambios morfologicos, la expresion de coldgena tipo | y del
correpresor Snail, ademés de la disminucion de la expresién de E-caderina, que son marcadores generales
delaEMT (Kaimori et al., 2007).

Figura 6. Tipos de transicion epitelio-mesénquima (EMT) en condiciones patoldgicas. Bgjo distintos
estimulos, las células epiteliales pueden cambiar su fenotipo hacia miofibroblastos (MFB) o células malignas
(cancer). En una EMT tipo 2, lainflamacion provoca que se liberen diversos factores, como € TGF-f, que regulan
genes como Snail provocando una modulacion epigenética, originando células productoras de matriz extracelular. En
una EMT tipo 3, estos mismos efectores provocan ademéas mutaciones en el DNA formando células pre-malignas que
forman tumoresy metéstasis. Tomado Grivennikov, et al, 2010.
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3.1 PRINCIPALES CAMBIOS CELULARES PRODUCIDOSDURANTE LA EMT

Al inicio del proceso de EMT, el epitelio polarizado y altamente organizado empieza a perder su
polaridad por |a remodelacién de los contactos célula-célulay a perder los contactos del citoesqueleto con
la membrana basal. La expresion tanto de la E-caderina (proteina de union adherente) como de
citoqueratinas especificas del epitelio se ve reprimida, y se expresan otro tipo de proteinas que ocasionan
un fenotipo mesenquimatoso tales como la vimentina, un componente de los filamentos intermedios del
citoesqueleto. Existen diversos correpresores que son regulados de manera positiva para reprimir la
expresion de marcadores epiteliales. Entre los més estudiados se encuentra a Snail/Slug, que se unen
directamente sobre el promotor de E-caderina reprimiendo su expresion en varias lineas celulares. Otros

correpresores que participan en laEMT son lafamiliade 0EF, Twist y SIP1 (Zavadil & Béttinger, 2005)

La pérdida de la polaridad apical-basal en el epitelio conlleva a cambios en el citoesqueleto que le
permiten a la célula separarse del resto del epitelio y empezar a migrar. Para esto, aparecen filopodios en
la superficie basal de las células epitdiales que se extienden haciala matriz intersticial, permitiendo que la
célula se alargue y se desprenda del epitelio. La actina cortical en el epitelio se polimeriza en fibras de
estrés, un sello caracteristico de una célula migratoria; ademas, esta actina forma agregados que
interactian con los filamentos de miosina Il, responsables de la contractibilidad de la célula (Hay, 2005;
Weinberg, 2007). A pesar de que se reconocen tres tipos de EMT, es notable la similitud entre los
procesos normales y los patolégicos, 10 que sugiere que comparten e mismo mecanismo: el programa
intracelular altamente complejo de reorganizacion celular presentado depende de la reactivacion de
programas de comportamiento latentes por 1o que las células que sufren EMT solamente tienen gque activar
el programa morfogenético ya codificado en el genoma. Con esta base, |0s eventos celulares patol 6gicos y
normales que producen una EMT pueden considerarse de un solo tipo (Weinberg, 2007). Los principales

marcadores asociados alos diferentes tipos de EMT se resumen en latablalll.

Las diversas sefidles extracelulares que desencadenan un proceso de EMT, provocan una
reprogramacion epigenética que involucra la expresion de cientos de genes involucrados en la polaridad
celular y en la reorganizacion del citoesqueleto (Thiery, 2003). Existen diversas sefiales que inducen una
EMT: Hedgehog, Wnt, € factor de crecimiento epidérmico (EGF), €l factor de crecimiento tipo-insulina
(IGF)-11, € factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2, BMP-2 'y € TGF-§, este Ultimo es e principal
promotor de EMT (Thiery, 2003; Hay, 2005; Zavadil & Bottinger, 2005). También los receptores

acoplados a proteinas G pueden inducir una EMT, los receptores PAR activados por serina-proteinasas
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como la Trombina o catepsina G pueden inducir un transformacion tipo EMT en células epiteliales
alveolares a través de vias como ERK y RhoA, o que provoca una transformacion y migracion celular
(Ando et al., 2007).

Tablalll. Principales marcadoresdelaEMT

TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

Marcadores adquiridos Marcadores atenuados
Proteina Tipo de EMT | Proteina Tipo de EMT
SUPERFICIE CELULAR
N-caderina 1,2 E-caderina 1,2,3
OB-caderina 3 Z0-1 1,2,3
Integrina a581 1,3
Integrina aVB6 1,3
CITOESQUELETO
FSP1 1,2,3 Citoqueratinas 1,2,3
o-SMA 2,3
Vimentina 1,2
B-Catenina 1,2,3
MATRIZ EXTRACELULAR
Colagena a1(1) 1,3 Colagena a1(1V) 1,2,3
Colagena a1(III) 1,3 Laminina 1 1,2,3
Fibronectina 1,2
Laminina 5 1,2
FACTORES DE TRANSCRIPCION
Snaill (Snail) 1,2,3
Snail2 (Slug) 1,2,3
ZEB1 1,2,3
Twist 1,2,3
LEF-1 1,2,3
Ets-1 1,2,3

Tomado de Zeisberg & Neilson, 20009.

En el proceso de EMT patoldgica existen mecanismos comunes que llevan al desarrollo de EMT
tipo 2 y 3 en un mismo proceso fisiopatol 6gico. Desde hace varios afios se sabe que existe una conexién
entre lainflamacidn cronicay el cancer, ya que en un ambiente inflamatorio crénico las distintas citocinas
y factores de crecimiento que se liberan pueden regular factores de transcripcién que favorecerian a una
transformacion epitelial alargo plazo (Lépez-Novoa & Nieto, 2009). La continua produccion de citocinas

por distintas células involucradas en la inflamacién es un mecanismo importante en la promocion o
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formacion de tumores, ya que provee una fuente continua de sefial es de sobrevivenciay crecimiento en un
microambiente hostil inicial. Un microambiente inflamatorio puede incrementar las tasas de mutacion y
fallas en la reparacion del DNA, ademés de acelerar la proliferacion de células mutadas, un mecanismo
adicional en la generacion de células cancerosas es la EMT tipo 3. Por gjemplo, la alta cantidad de ROS,
producidas por diversas células inmunes y MFB, puede causar un dafio al DNA e inducir la expresion de
factores de transcripcién como Snail, este correpresor se une directamente a promotor de E-caderina
bloqueando su expresion. Ademés, la alta produccion de citocinas inflamatorias pueden activar factores
gque ayudan a desarrollo de tumores en células pre-malignas, como NF-kB, STAT-3 y AP-1; ya que
controlan €l crecimiento, proliferacién y sobrevivencia celulares, asi como la angiogénesis, invasion,

motilidad y la produccion de mas citocinas (Grivennikov et al., 2010).

Como gemplo, en un proceso inflamatorio ocasionado por una ata concentracion de All se
sintetizarian diversas citocinas como € TGF-f y TNF-a, principalmente; junto con el estrés oxidativo
generado por ROS, se activarian factores de transcripcion como NF-kB y HIF1-o que ayudarian asu vez a
regular a factores como Snail y Twist; todo esto deriva en una EMT que contribuiria no solo a la
generacion de MFB sino también a la transformacion del epitelio a células cancerosas (Lopez-Novoa &
Nieto, 2009). Este escenario propuesto se ha comprobado en diversos estudios in vivo donde All induce un
proceso inflamatorio ademés de hipoxia en diversos érganos como € rifién y el higado, regulando los

factores ya mencionados.

4. ANGIOTENSINA || Y EL PROCESO DE FIBROGENESISHEPATICA

El aumento en la concentracion fisioldgica de All puede llevar a la hipertensién y alin més a
procesos fibréticos cardiovasculares, renales y hepéticos (figura 7). La All es una hormona peptidica,
componente del sistema renina-angiotensina que controla varios procesos fisiolégicos como la presion
sanguinea, €l balance electrolitico, la estimulacion de la sintesis y la secrecion de aldosterona, entre otros
(Ganong, 2002). La All es un octapéptido producido a partir de su precursor €l angiotensinbgeno, que es
continuamente sintetizado y liberado por el higado. Los primeros 10 aminoacidos corresponden a la
Angiotensina | (Angl), la cual es cortada y liberada por la enzima renina. La renina es una proteasa
sintetizada por células del musculo liso de las arteriolas aferentes renales y por las células del mesangio
glomerular; cuando existe una disminucion en la presion arterial renal se produce una contraccién de las
células que liberan renina, actuando como barorreceptores que perciben los cambios en la presion de
perfusion renal (Bottari et al., 1993; Dinh et al., 2001). La renina, cuando se encuentra en circulacion

actlia sobre e angiotensindgeno produciendo la Angl. Esta es répidamente convertida en All por la

20



enzima convertidora de angiotensina (ACE) principalmente dentro de la circulacion pulmonar, por la
remocion de dos aminoacidos. La ACE se localiza principalmente en células endoteliales y es blanco de

varios inhibidores farmacol 6gicos para disminuir la tasa de produccion de All (Dinh et al., 2001).

Como se mencioné anteriormente, la All es un factor que puede desencadenar un proceso
inflamatorio (figura 7) (Cheng et al., 2005; Bataller et al., 2003a). La All incrementa la infiltracion de
leucocitos através de la pared vascular a regular alas moléculas de adhesion en el endotelio; ademas, All
induce la produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorios directamente en monocitos (Cheng et
al., 2005). Entre los mediadores de los efectos profibréticos de All estén la proteina quimiotéctica de
monacitos tipo 1 (MCP-1), el factor de crecimiento de epitelio vascular (VEGF), el CTGF y & TGF-$
(Mezzano et al., 2001). En modelos de fibrosis en corazon, rifién e higado, se ha descrito que el aumento
en la expresion de TGF-f3 esta asociado con el incremento en la concentracion local de All (Wu et al.,
1997). De hecho, se ha demastrado que uno de los factores que promueve la sobreexpresion de laisoforma
1 del TGF-B en varios tipos celulares es la All (Weigert et al, 2002). La All activa varios factores de
transcripcion involucrados en la hipertrofia y en la inflamacién, como por gemplo AP-1 (c-jun y c-fos),
egr-1y el NF-xB que regulan la expresion de genes que intervienen en el control del crecimiento celular y

lainflamacion, induciendo la expresién de citocinas y la produccion de ECM.

Figura 7. Participacion de Angiotensina Il en la respuesta inflamatoria. La angiotensina || modula la
expresion de varios agentes que desencadenan un proceso inflamatorio, entre ellos citocinas, moléculas de adhesion
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y quimiocinas que aumentan la permeabilidad vascular y la infiltracién de leucocitos. Un proceso inflamatorio
crénico puede llevar alafibrosis del tejido. Tomado de Cheng et al., 2005.

Estos efectos proinflamatorios de la All son mediados principalmente a través del receptor AT1
acoplado a proteinas Gaq (Cheng et al., 2005). Entre las principales vias de sefializacion que activa este
receptor se encuentra el sistema fosfoinositidos (PI)/Ca*, y la viade MAPK como ERK, p38y JNK, asi
como latransactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) através de la accion de
cinasas de tirosina sensibles a Ca?*, Pyk2 y Src que fosforilan al receptor directamente o por la liberacion
de EGF através de MMPs (Cheng et al., 2005). Conjuntamente, All induce la produccién de ROS através
de la enzima nicotinamida adenin-dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (Nox) (Dinh et al., 2001).

Las ROS son moléculas derivadas del oxigeno reducidas a varios niveles, incluyendo radicales de
oxigeno (O,), hidroxilo (¢«OH) y peroxilo (RO,s), entre otras moléculas no radicales que pueden ser
agentes oxidantes o que son fécilmente convertidas en radicales como e ozono (O,) y el perdxido de
hidrégeno (H,O,). Las ROS pueden ser moléculas muy nocivas a alterar o destruir la funcién de otras
moléculas como é&cidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos; a las cuales se unen avidamente
provocando dafnos celulares (Bedard et al., 2007). Aungue algunas ROS, especialmente el H,O,, pueden
considerarse como moléculas de sefializacién (Hancock et al., 2001). La sefidizacion por ROS puede
regular las acciones de varias citocinas como el TNF-a y e TGF-f, y directamente a factores de
transcripcion como AP-1, el NF-xB y p53 (Bedard et al., 2007).

La NOX es la principal enzima generadora de ROS, y esta conformada por varias subunidades
gue se encuentran tanto en la membrana como en e citoplasma. La activacion de la Nox requiere €l
ensamblaje de los componentes citosdlicos a complgjo NOX2/p22°", |a fosforilacion de p47”™ (la
subunidad organizadora), permite su interaccion con p22°", ya localizada en la membrana p47°"™ trae
consigo ala subunidad activadora p67°" para que entre en contacto con NOX2. Por ultimo, p40°™ se une
a complejo permitiendo que Rac interactiie con NOX2 y después con p67°™*. Una vez ensamblado el
complejo, la enzima esta activa 'y genera superoxido, transfiriendo un electrén del NADPH del citosol al
oxigeno del espacio extracelular (Hancok et al., 2001; Bedard et al., 2007). Generamente, las enzimas
Nox que se encuentran en células que participan en procesos inflamatorios y fibrogénicos como los
fibroblastos, estan constitutivamente activas produciendo bagjos niveles de ROS bajo condiciones basales;
mientras que en respuesta a diversas citocinas estos niveles aumentan considerablemente activando
diversas sefiales sensibles al estado redox (Hancok et al., 2001).

En € higado, todas la células del tejido pueden generar ROS, particularmente, las HSC expresan
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los componentes de la Nox como p47™"™, p22°" NOX1y NOX2 (Hancok et al., 2001). Por lo que se
estima que la Nox participa en la proliferacion celular y en la produccion de colégena por las HSC;
sugiriendo ademés que tiene un papel importante en la fibrosis hepética. Por ejemplo, en modelos de
fibrosis experimental inducida por All en ratones, la eliminacion de la subunidad p47°"" atentia

marcadamente lafibrosis hepética (Bataller et al., 2003b).

II. ANTECEDENTES

Los miembros de la superfamilia del TGF-f son citocinas que regulan e crecimiento, la
proliferacion y la diferenciacion celulares. El TGF-f es un factor importante en procesos fisiol6gicos
como la reparacion tisular y € desarrollo embrionario. La regulacion positiva o negativa de este factor
determina su papel como factor homeostético o como promotor de patologias, por gemplo en altas
concentraciones este factor desencadena la fibrosis de distintos 6rganos a modular la acumulacién de
ECM. Por otro lado, la falta de TGF-$ puede favorecer la formacion de tumores debido a la ausencia de
los efectos citostaticos de este factor, o incluso causar defectos en e desarrollo embrionario como por

ejemplo en laformacion del paladar

En el higado, cuando existe algun dafio, se activan mecanismos proinflamatorios que permiten la
reparacion de dicho dafio. Uno los factores que participan es el TGF-B, que es capaz de regular en
fibroblastos la proliferacién celular y la produccion de ECM. En varios model os animales se ha observado
gue en altas concentraciones, la All es capaz de provocar inflamacion y en casos severos, fibrosis;
actualmente se le reconoce como un factor principa en el desarrollo de fibrosis hepética ya que contribuye
al incremento en la sintesis y deposito de ECM, a estrés oxidativo y a la produccién de varias citocinas
como el TGF-f1 (Warner et al., 2007). En el suero de pacientes con cirrosis y hepatitis C crénica, la All
se encuentra en niveles altos (Bosch et al., 1980). De hecho, la utilizacién de inhibidores de su produccién
o bloqueadores de sus receptores disminuyen la inflamacion cronicay la fibrosis en el higado (Yoshiji et
al., 2001; Bataller et al., 2003a; Ueki et al., 2006).

Lafibrosis puede revertirse modulando los componentes que llevan a su formacion. En lafibrosis
hepadtica, es necesario ademas €l retiro de los agentes causantes del dafio. Entre los principales blancos
terapéuticos en esta patologia se encuentran las HSC, ya que revirtiendo su activacion, se eliminaria una
fuente importante de varias citocinas proinflamatorias y TIMPs, que disminuirian lainfiltracion de células
inflamatorias y laacumulacién de ECM (Bedossa et al., 2003; Lotersztajn et al., 2004). Desde hace varios
afos se ha reportado que en model os fibréticos en animales, la utilizacion de antagonistas del receptor tipo
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| de la All (AT1) como losartan, candesartan y olmesartan disminuye la fibrosis ya que causan la
inhibicién de la sintesis de colédgena, la disminucion en la proliferacion de las HSC y sobretodo la
disminucion de los niveles en plasma del TGF-3 (Kurikawa et al., 2003; Yamada et al., 2003).

De igua forma, la utilizacion de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE),
como Benazepril y Trandolapril, provocan una disminucion de la fibrosis. En modelos animales de
fibrosis pancredtica y hepética, el uso de estos inhibidores ocasiona la disminucion de los niveles de la
proteinay del RNA mensgjero del TGF-f1, en células estrelladas de pancreas e higado (Yoshiji et al.,
2001). La utilizacion de anticuerpos monoclonales para el TGF-$1 como Lerdelimumab, Metelimumab y

GC-1008 también reducen de maneraimportante lafibrosis (Yingling et al., 2004).

En los ultimos afios, se ha observado que al menos 2 tipos celulares hepéticos pueden sufrir una
EMT en cultivo: hepatocitos y colangiocitos. Varios grupos han demostrado que €l tratamiento de
hepatocitos en cultivo con TGF-3 causa que se reprima la expresion de genes epiteliales como abuminay
se regulen positivamente genes como a-sma 'y colégena tipo |, ademas de inducir un fenotipo invasivo
(Kaimori et al., 2007; Zeisberg et al., 2007). Sin embargo, existe poca evidencia del proceso de EMT
inducido por e TGF-p in vivo, en varios modelos de fibrosis. Las principales acciones de TGF-f en
diversos modelos de EMT son mediados a través de las proteinas Smads, aunque existe evidencia de que
el TGF-p puede activar vias de transduccién aternas como MAPK y RhoA. Adn no se conoce como
puedan estar interconectados los complejos de receptores del TGF-f y los médulos de sefidizacion de las
otras vias (MAPKs, PI3K-Akt, RhoA); ademés, se desconoce con detalle como estas vias contribuyen a
las respuestas inducidas por € TGF-p. En el proceso fibrético, la activacion de MAPK contribuye a la
regulacion de varios componentes de ECM; en cambio en laEMT, los efectos principales del TGF-f3 en la
reprogramacion epigenética ocurren via las Smads, pero también sus acciones dependen de la
participacion, ain no detallada, de otras vias como por giemplo Ras-Erk, RhoA y PI3K-Akt (Han et al.,
2005; Leeet al., 2007).

La activacion de vias alternas por € TGF-f y su contribucion a los efectos de esta citocina no
estan completamente descrito y se siguen estudiando, Ozdamar y col., demostraron que Par6 es un nuevo
sustrato para €l receptor TRRII, y ademas que esta proteina participa en el desensamble de las uniones
estrechas, a servir como adaptadora entre |os receptores y la maguinaria que lleva a desensamble de las
uniones estrechas epiteliales en el proceso de la EMT. Es posible por |o tanto, que los receptores para €l

TGF-f interaccionen con otras moléculas que participen en la activacion de vias aternas independientes
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de las Smads (Ozdamar et al., 2005). En este mismo rubro, Bhowmick y col., encontraron que el TGF-
podia activar a RhoA y su efector ROCK con una cinética rpida alos 5 min, y que ademés esta via era
esencial para la EMT inducida por TGF-f en NMuMG (Bhowmick et al., 2001). Es posible que los

receptores se asocien con algin Rho-GEF, que son componentes esenciales en la regulacion de GTPasas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la relevancia que tiene la citocina TGF-3 en los diversos procesos que se presentan
en la reparacion tisular como son la proliferacién y la transformacién celular, la sintesis de ECM,
citocinas, quimiocinas, entre otros; nos propusimos estudiar: 1) los mecanismos proinflamatorios que
llevan a la produccién de TGF-$ en el higado y 2) las vias aternas de sefidizacién que participan junto

con las Smads, en latransformacion epitelial (EMT).

[Il. HIPOTESIS

En la reparacién tisular, un agente proinflamatorio como la Angiotensina |l, regulard la
expresion de las isoformas del TGF- en las células que contribuyen al proceso fibrético (las HSCs), y €
TGF- contribuira en la transicién epitelio mesénquima al activar a Smads y a vias alternas como RhoA

a través de nuevos efectores.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar algunos de los mecanismos moleculares de regulacién y de accién del TGF-g implicados en
procesos relevantes en la remodelacion tisular como son: el papel de la Angiotensinall en laregulacion de
la expresién de las isoformas del TGF-f en las células profibrogénicas HSC, asi como la identificacion de

nuevos efectores de lavia del TGF-f en células que sufren unaEMT.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar s la Angiotensina |l modula positivamente las isoformas del TGF-f en células
estrelladas hepéticas de rata
2. ldentificar nuevos efectores de sefiaizacion de TGF-§ para la activacion de RhoA en células que

pasan por un proceso de transicion epitelio-mesengquima.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

11

12

2.1

2.2

2.3

Determinar si la angiotensina Il modula la produccién del RNA mensgero de las
isoformas 1, 2y 3 del TGF-$ asi como la produccién de la proteina TGF-f activa en las
células estrelladas hepéticas de rata (HSC).

Determinar gque vias de transduccion utiliza la angiotensina |l para regular 1os niveles de

expresion del RNA mensgjero de lasisoformas del TGF-f3 en HSC.

Estudiar la activacion y la importancia de RhoA en la transicién epitelio mesénguima
(EMT) inducida por el TGF-$ en células A549.

Estudiar la asociacién y la activacion de Gal3 por los receptores a TGF-3, en células
A549 durante laEMT.

Identificar si los intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs) p115, LARG y PDZ
Rho-GEFs estan implicados en la activacién de RhoA por TGF-f y Gal3, en células
A549 durante laEMT.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Cultivos primarios de Células Estrelladas Hepéticas

Las células estrelladas hepaticas (HSC) se obtuvieron de ratas macho Wistar con més de 500 g de
peso. El higado de la rata se perfundié con solucién Krebs-Ringer (NaCl 120 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO,
1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, NaHCO; 24 mM) con un pH 7.34 a 37 °C por 15 min y después durante 10 min
con solucién Krebs-Ringer con calcio (CaCl, 1.27 mM). Se continué la perfusion con 140 mg de Pronasa
(Roche) o Proteasa (Sigma) por 20 min y después con 3.5 mg de colagenasatipo IV (Worthington) por 10
min. El higado digerido se corté hasta macerarlo y se incubd con solucién Krebs-Ringer més DNasa |
(Roche) 20 pg/ml a 37 °C, por 15 min en agitacion. El higado homogenizado se filtro por una malla, la
solucion que resulta contiene las células hepaticas que se centrifugan por 1 min a55 x g, realizandose tres
lavados mas para separar a los hepatocitos. A continuacién, el sobrenadante recuperado en los lavados se
centrifugd por 10 min a 704 x g, a 10 °C, para obtener una fraccién de células no parenquimatosas. Para
aisar alas HSC a partir de este punto, se utilizd un gradiente de Nycodenz (Axis-Shield PoC AS) al 8.2%
en un volumen de 12 ml, debido a que las HSC guardan ésteres de retinol (vitamina A) y son menos
densas que las otras células hepéticas, este gradiente fue centrifugado a 57831 x g, por 35 min en una
ultracentrifuga XL-100K (Beckman Coulter) y usando el rotor SW40Ti.

La fraccion obtenida de las HSC se lavd con PBS por centrifugacion a 595 x g por 7 min, y después
las células se resuspendieron en medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) complementado con 10%
de suero fetal de bovino (FBS), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml de streptomicina y 0.05 mg de
gentamicina. Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10° células en cajas Petri de poliestireno de
100 mm de diametro.

Las HSC se cultivaron por 2 dias para mantener su estado quiescente, o por 7 y 13 dias para obtener
un fenotipo de células activadas tipo miofibroblasto (MFB). Estas células, segun el protocolo, se trataron
con All (Sigma), € antagonista de AT1 (Losartan), el antagonista de AT2 (PD123177), o bien con
inhibidores de p38 (SB202190; Sigma), MEK1/2 (U0126; Sigma), JNK (SP600125; Sigma), PKC
(estaurosporina y bisindolilmaleimida; Taocris), de la NADPH oxidasa (difenileneiodonio [DPI], Tocris;
apocinina [APO], Sigma), o con un antioxidante la N-acetil cisteina (NAC; Sigma). Los antagonistas de
los receptores de All (AT1y AT2) fueron amablemente donados por €l Dr. J. Adolfo Garcia-Séinz (IFC,
UNAM).
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2. Lineas Cdulares

Para este trabajo utilizamos las lineas celulares de epitelio pulmonar de vison MvlLu vy la clona
L17 derivada de MvlLu que carece del receptor tipo | a TGF-3, la linea A549 que son células
transformadas provenientes de un adenocarcinoma de pulmoén humano, las células AD293 de epitelio de
rifidn humano. Las células MvlLu y L17 se cultivaron en medio MEM, la linea AD293 se cultivo en
medio DMEM, y las células A549 en medio Ham's F12, todos los medios con suero fetal de bovino (SFB)
a 10%, y en presencia de penicilinay estreptomicina (100U/ml).

3. Inmunoblots

Los cultivos celulares se colocaron en ayuno en un medio con FBS a 0.2% o sin suero por o menos
12 h antes de ser tratadas con los diferentes agonistas, antagonistas o inhibidores. Después, se lavaron con
PBS frio y lisadas con TNTE (Triton-X100 0.5%, Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM) con
inhibidores de proteasas (PMSF 1 pM, inhibidor de tripsina, pepstatina A, leupeptina, antipaina,
benzamidina y aprotinina 0.1 pg/ml cada una) e inhibidores de fosfatasas (NaF 25 uM, pirofosfato de
sodio (NaPPi) 1 uM, B-glicerofosfato y NavO, 1uM), obteniendo asi |as proteinas totales. Las proteinas
se separon mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS (10% 6 7.5%) y transferidas a una
membrana de polivinilidenofluoruro (PVDF). Estas membranas se bloguearon con 5% de leche
descremada en TBS-T (Tris-base 200mM, NaCl 1.37 mM, Tween-20 0.1%) por 1 h a temperatura
ambiente (TA), después se incubaron toda la noche a 4°C con |os anticuerpos primarios contra las formas
fosforiladas o totales de cada una de las proteinas a andizar (ERK1/2, Akt, RhoA, HO-1, Ga13, TRRII);
en una dilucién 1:1000 o 1:10000 en TBS-T. Posteriormente, las membranas se lavaron con TBS-T y se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (anti-conejo o anti-ratén) por 1 h a
temperatura ambiente en una dilucion 1:10000 en TBS-T. La visualizacion de los complejos se llevo a
cabo mediante quimioluminiscencia, adicionando el sustrato de la peroxidasa (ECL, Amersham

Biosciences) y por autorradiografia.

4. Inmunoprecipitacion

Después de abtener los extractos de proteina, estos se cuantificaron por € método de Bradford y
se colocd la misma cantidad de proteina de cada condicidn en microtubos. Para la co-inmunoprecipitacién
de los receptores de TGF-f y la proteina Gal3 se utilizo e siguientes buffer de lisis e
inmunoprecipitacion: Triton X-100 al 1 %, NaCl 10 mM, DTT 1 mM y MgCl, 5 mM. En la

inmunoprecipitacion, se colocaron 3 ul de anticuerpo especifico para las proteinas blanco (Smad2/3 o
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TBRII). Los extractos se dgjaron incubando en agitacion continua toda la noche a 4°C. Para precipitar |os
compleos anticuerpo-proteina blanco, se incubaron las muestras con 60 pl de proteina G agarosa (diluida
1:5) en agitacion continua por 2 h a 4°C. Las muestras se centrifugaron y los pellets se lavaron 3 veces
con buffer TNTE 0.1%. Después, se resuspendieron en 30 ul de solucion Laemmli 2x. Las muestras se

corrieron en un gel a 10% o 7.5% de poliacrilamida-SDS.

5. Inmunofluorescencia

Las células A549 se cultivaron sobre cubreobjetos cubiertos con fibronectina, en medio F12 con
FBS al 10%. Después se trataron con TGF-f3 0.2 nM por 48 h en medio sin suero. Pasado este tiempo, las
células se lavaron con PBS 1x y se fijaron con paraformaldehido a 4% en PBS por 20 min. Las células
fijadas se permeabilizaron con una solucién de Triton X-100 a 1% por 20 min mas. Después, se bloqued
con una solucién de BSA 1% por 30 min y las células se incubaron con el anticuerpo Alexa fluor 594
phaloidin (Molecular Probes) para tefiir el citoesqueleto y detectar fibras de estrés, por 1 h a TA. Los
nucleos se tifiieron con 4'-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) 0.1ug/ml por 1min. Los cubreobjetos con las
células se montaron en portaobjetos, se dejaron 24 h a 4°C y después las preparaciones se examinaron en

un microscopio de fluorescencia.

6. Ensayo de Activacion de RhoA

Para evaluar la activacion de la GTPasa Rho por TGF-f se realizaron ensayos de pull-down usando
una proteina de fusion GST-RBD, e dominio RBD pertenece a Rhotekina (una proteina efectora de
RhoA) gue se une especificamente a RhoA-GTP (la forma activa). Las células A549 se trataron con la
citocina a distintos tiempos e inmediatamente después lisadas en 1ml del siguiente buffer: 50 mM Tris
[pH 7.5], 5mM EDTA, 150 mM NaCl, 10 mM MgCI,, Tritén X-100 a 1%; mas |os siguientes inhibidores
de proteasas: PMSF 1uM, leupeptina 10 pg/ml y aprotinina 10 pg/ml. De los extractos, se separaron 75 pl
para detectar la proteinatotal, y €l resto para detectar a RhoA-GTP a incubarse con 50 ul de esferas GST-
RBD por 45 min. Los precipitados se lavaron con e mismo buffer de lisis (1 ml) en tres ocasiones al
centrifugarse 1,957 x g por 2min, y al fina se resuspendieron en buffer de carga (Laemli 2X). Las
muestras se separaron en geles de poliacrilamida a 15% y transferidas a membranas de PDVF para

detectar a RhoA por inmunoblot.
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7. Determinacion dela produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para medir la produccién de ROS por All se utilizo el reactivo fluorescente Dihidroetidio (DHE), un
marcador de la produccion del anidn superoxido O,”. El DHE difunde a la célulasy al entrar en contacto
con O, se oxida produciendo etidio (Et) y 2-hidroxietidio (2-OH-Et) en el citosol, ambos productos
emiten un rojo fluorescente brillante a una longitud de 560 nm (Zhao et al., 2005; Hernandez-Fonseca, et
al. 2008).

Las HSC de 7 dias se cultivaron en cajas Petri de 12 pozos (mm) y tratadas con All 1uM por distintos
periodos de tiempo: 5, 15, 30, 60 y 90 min. En otra serie de experimentos, las HSC se pretrataron con DPI
1 uM, apocinina 10 uM y NAC 5 mM por separado por 30min, después se incubaron con All 1uM por 30
min. Pasado el tiempo correspondiente, se incub6 el DHE por 20 min en buffer Krebs-Ringer. Las células
se examinaron en un microscopio de epifluorescencia (Excitacion/Emision 510-560 nm), laintensidad de
la fluorescencia del etidio se midié en 5 campos distintos por pozo y por condicién en 3 experimentos
independientes usando NIS Elements Imaging Software (Nikon Co. Japan). La fluorescencia en la
condicion control fue normalizada a 1 unidad y los cambios en la fluorescencia se expresa como veces de

incremento con respecto al control.

8. Aislamiento de RNA y Ensayo de proteccion dela RNAsa | (RPA)

Para conocer si la produccion del RNA mensajero (RNAmM) de las isoformas del TGF- en las HSC
erainducido por laAll, HSC de 2 6 7 dias de cultivo se pretrataron con cicloheximida 20 pg/ml (CHX, un
inhibidor de la sintesis de proteinas) y luego tratadas a diferentes tiempos con All 1uM por 30 min, 1, 2,
3, 6 0 24 hrs, ademés de un pretratamiento en la ausencia o presencia de los siguientes antagonistas o
inhibidores DUP753 10 uM, U0126 10 pM, estaurosporina (STA) 1 pM, bisindolilmaleimida (BIM) 1
UM y difenileneiodonio (DPI) 10 uM. El RNA total de las HSC se aisl6 por medio de Trizol (Invitrogen)
y después se purificd por medio de cloroformo, se precipit6é con isopropanol y se lavé con etanol a 75%.
Se abtuvo en promedio entre 10 y 20 ug/ml de RNA total por cagja, que fue resuspendido en agua destilada
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

El RNA purificado se analizé por RPA (BD Biosciences, RiboQuantTM), mediante hibridacion con
una sonda marcada radiactivamente con *P. La sonda para el RNAm de lasisoformas 1, 2 y 3 del TGF-p
fue presintetizada in vitro con la RNA polimerasa T7 en un amortiguador de transcripcion 5X con NTP's
(GTP, ATP, CTP, UTP) y UTP marcado con *P, por 1 h a37°C, parando la reaccion con DNasa. La sonda
Se separ6 con una microcolumna G50, después de su colecta y secado por 40 min, se resuspendié en un
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amortiguador de hibridacion. Se colocaron 5 pg de RNA de las muestras de HSC tratadas, en un
microtubo, junto con 10 pl de amortiguador de hibridacion y 3 pl de la sonda marcada, se dejé a 100 °C
por unos minutos y después se baj6 la temperatura a 50 °C dejando incubar toda la noche. Ademas del
RNA de las HSC, se colocaron dos controles negativos: RNA de transferencia de levaduray RNA de

raton.

Después de la hibridacion, las muestras se trataron con una mezcla de RNasas, adicionando un
volumen de 100 pl a cada muestra y dejando incubar a 37°C durante 60 min. Para parar la reaccion se
adicionaron 18 ul a cada tubo de una mezcla de proteinasa K, después de mezclar, centrifugar e incubar
por 15 min a 37°C se transfieren a hielo. A continuacion, se precipitan las sondas marcadas con 133 pl de
la mezcla de glicégeno (Glyco-blue, Ambion) y de acetato de amonio por tubo, se mezclay se adiciona
etanol frio. Después de incubar 10 min en hielo y centrifugar por 15 min a 18188 x g, se retir6 €
sobrenadante y se dejo secar € pellet. Cada pellet se resuspendié en 5 pl de amortiguador de carga
(formamida 80%, EDTA 1 mM, pH 8.0; tris-borato 50 mM, pH 8.3; xileno cianol 0.05%, azul de
bromofenol 0.05%) 1X. Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida:bisacrilamida (19:1) y urea (7
mM) a 50 watts por 2 hrs con TBE 1X (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM). El gel se
secd sobre un papel filtroy el RNAm que hibridé con la sonda marcada se detecta mediante una placa de
rayos X a—70 °C.

9. RT-PCR

El RNA total de células A549 se purifico por e método de Trizol (invitrogen). Usando la enzima
MMLV-RT, 2 ug del RNA total se transcribiéo a cDNA, seguido por la amplificacion de los genes blanco
por PCR. Para Snail se utilizaron los siguientes oligos. 5-CACATCCTTCTCACTGCCATG-3' como
oligo sentido y 5-GCATCTAAACTCTAGTCTGC-3' como antisentido; para E-caderina: 5'-
ATTCTGATTCTGCT-GCTCTTG-3' (sentido) y 5-AGTAGTCATAGTCCTGGTCTT-3' (antisentido).
Laamplificacion se realizo por 40 ciclos para snail (a95°C 1 min, 53°C 30 segy 72°C 1 min), y 32 ciclos
para E-caderina (94°C 30 seg, 60°C 30 seg, 72°C 1 min) (Kim et al., 2007). Los oligos para amplificar a
los digtintos RhoGEFs ARHGEF1, ARHGEF2, ARHGEF11, ARHGEF12, Netl, Farpl, Lbc, Vavl,
NGEF, Dbl-1 fueron proporcionados gentilmente por el Dr. José Vazquez Prado (Cinvestav, IPN); la
amplificacion se realiz6 de 25 a 30 ciclos (94°C 15 seg, 61°C 30 seg, 72°C 1 min). Los productos de PCR
se separaron en un gel de agarosa a 1%, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y después visualizado y
fotografiado bajo luz UV.
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10. Transfeccién

Las células AD293, A549 y L 17 se transfectaron usando lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células
se sembraron en cajas de 100mm de didmetro, cuando alcanzaron una confluencia del 70% se
transfectaron con los plésmidos pCEFL, pCDNA3-G13WT (Gal3 wild-type), pPCDNA3/G13QL (Gal3
constitutivamente activa), ambas proteinas con € epitope HA; pCEFL-RhoA DN-AUL, pCEFL-C3-AU1,
pCEFL-RGS p115-AU1, pCEFL-RGS PDZ- AU1 o pCEFL RGS LARG-AUL. Para cada transfeccion, en
un tubo se diluy6 e DNA en 0.5 ml de medio DMEM (sin suero y sin antibiéticos); en otro tubo se diluyé
10 ul de lipofectamina en 0.5 ml de medio. Después de 5 min de incubacién, se combinaron la
lipofectamina'y el DNA, esta mezcla se incub6 por 20 min més y posteriormente se afiadié a la caja de
cultivo celular que contenia medio sin suero, para incubarse por 4 h. Posteriormente, a las células se les
cambio el medio sin suero por medio fresco con suero y antibiéticos. 48 h post-transfeccion las células se

trataron con TGF-f para continuar con los distintos protocol os.

11. Ensayo de genes reporteros

Para ensayos de genes reporteros, células AD293 (células epiteliales de rifién) se transfectaron con
0.4 ug del plasmido reportero 3TP-lux, €l cua responde a las Smads activadas por TGF-f; junto con
0.4ug de p-gaactosidasa (p-gal) como control de expresion, por €l método de precipitacion de DNA con
fosfato de calcio. Las HSC cultivadas se ayunaron minimo por 6 h y tratadas con All 1 uM a distintos
tiempos, ademas las HSC se pretrataron con DPI 1 uM, APO 10 uM o N-AC 5 mM por 30 min, después
se incubaron con All 1 uM por 6 h. El sobrenadante de esos cultivos fue trasladado a las células AD293
transfectadas 24 h antes para observar la presencia o ausencia de TGF-f activo. Ademas, células AD293
transfectadas con € reportero se trataron con All y con distintas dosis de TGF-3 por 24 h. La actividad de
luciferasa presente en los lisados celulares se detectd usando €l kit Luciferase Reporter System (Promega),
y la emision de luz se cuantifico usando un luminémetro Modulus™ (Turner BioSystems, Inc.). La
actividad de p-galactosidasa (B-gal) se detectd adicionando el sustrato ONPG (o-nitrofenil-p-D-
galactopiranosido), el producto o-nitrofenol produce un color amarillo € cual se monitoreo por un lector
Optico a 415 nm. Los datos se normalizaron con la actividad de -gal y se representan como nimero de

veces de induccion de actividad de luciferasa con respecto a control.

12. Bioinformética

Se realiz6 una busgueda de las proteinas que pudieran interaccionar con el receptor tipo | TRRI

(ALKD5), especificamente factores intercambiadores de nuclebtidos de guanina (GEF) y GTPasas de la
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familia de Rho, en 2 bases de datos principalmente: LUMIER (especifica para la via de sefializacion del
TGF-p) y OPHID.

LUMIER es una base de datos que contiene informacion sobre la interaccién de proteinas
involucradas en la sefializacién canénica del TGF-f3 (proteinas Smads y receptores de la familia del TGF-
B) con proteinas que provienen de una biblioteca de raton (FANTOM1). Los datos se amacenan en la

siguiente pagina de Internet: http://ophid.utoronto.ca/lLUMIER/.

OPHID (http://ophid.utoronto.ca/ophid/) es una base de datos sobre prediccion de interacciones
proteina-proteina (IPP) humanas. En esta base se agrupan los datos de IPP humanas de la literatura
recopilados a su vez en otras bases de datos (BIND, HPRD y MINT), y se combinan con los datos de | PP
encontrados en organismos modelo como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster y Mus musculus, y de donde se pueden hacer predicciones de IPP en humano. Las 23,889
interacciones predichas que se enlistan en OPHID son evaluadas por € andlisis de dominios, la co-

expresion de genes 'y en términos de ontologia de genes.

13. Andlisis estadistico

Los resultados son expresados como el promedio + € error estandar. Se utiliz6 el Andlisis de
varianza (ANOVA) de una via para determinar diferencias significativas. Un valor de <0.05 se considerd

como significativo..

33



V1. RESULTADOS

Losresultados del objetivo particular 1 se presentan en el Anexo l.
1. La Angiotensina Il induce la expresion de las isoformas del TGF-g en HSC

Anexo |. Paola Moreno-Alvarez, Marcela Sosa-Garrocho, Claudia Gonzélez-Espinosa, Jaciel
Medina-Tamayo, Eduardo Molina-Jijon, José Pedraza-Chaverri, and Marina Macias-Silva. (2010)
Angiotensin Il increases mRNA levels of all TGF-§ isoforms in quiescent and activated Rat Hepatic

Stellate Cells. Cell Biology International (En prensa).

Resultados complementarios

La All es capaz de activar varias vias de sefializacion como Ca?*-PKC, MAPK y la produccién de
especies reactivas de oxigeno a través de Nox. Estudiamos la produccion de ROS por All utilizando el
compuesto DHE en HSC de rata, que al ser oxidado tifie a la célula de color rojo. En la figura 8A, se
observa el curso temporal de produccion de ROS por la estimulacion de All 1uM, desde los 5 min se
observa un aumento en la intensidad de la sefial donde el punto mas alto se encuentra a los 60 min (figura
8A\). Esto concuerda con otros estudios (Bataller et al., 2003b) donde se demuestra que las All induce la
producciéon de ROS, y que pueden ser relevantes en la sefializacion celular e incluso participar en la
fibrosis hepética. Las principales fuentes de ROS son la mitocondria (a través de la cadena respiratoria),
las xantinas oxido-reductasas, citocromos P450, Nox y enzimas involucradas en el metabolismo del acido
araquidénico, como lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Hancock et al., 2001). En las HSC la principal
fuente de ROS es la Nox que puede ser activada por All, asi que utilizamos distintos inhibidores de esta
enzima como difenileneiodonio (DPI), Apocinina (APO) y un antioxidante la N-acetil cisteina (N-AC).
Como se observa en la figura 8B y 8C, la preincubacion con los inhibidores de la Nox, 1 h antes del
tratamiento con All por 30 min, bloquea la produccion de ROS en HSC activadas de rata. Asi podemos
concluir que la principal fuente de ROS en HSC es generada por la Nox.
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Figura 8. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por All a través de la Nox en HSC
activadas de rata. A) HSCs activadas de rata tratadas con 1 uM de All por los tiempos indicados. Después de este
tiempo se incubaron con DHE que tifie a la célula de color de rojo a ser oxidado. La intensidad de la sefid fue
comparada con €l control y se expresa como e nimero veces de incremento con respecto a control. En el panel
inferior se observar fotos representativas de 3 experimentos. B) Gréfica representativa de la produccién de ROS en
HSC pretratadas con distintos inhibidores de la Nox: DPl 1uM, APO 10uM y un antioxidante N-AC 5mM. C)
Microfotografias representativas de los experimentos realizados en B. *p<0.01, versus control; **p<0.01 y #p<0.05
versus células tratadas con All; n=3..

RESULTADOS DEL OBJETIVO PARTICULAR 2

2. El TGF-B ylatransicion Epitelio-Mesénquima en células A549

La generacion de fibroblastos a partir de la EMT durante la fibrogénesis es una hipétesis que
ayudaria a explicar el mecanismo de amplificacion del depdsito de ECM y de la presencia de un nimero
considerable de fibroblastos en € tejido dafiado (Kalluri & Weinberg, 2009). El estudio delaEMT en un
proceso fibrogénico in vivo es dificil, pero existen varias lineas celulares donde este proceso ocurre in
vitro por la adicién de diversos agentes, entre ellos el TGF-3. Las principales acciones de TGF-f§ en
diversos modelos de EMT son mediados a través de las proteinas Smads, aunque existe evidencia de que
el TGF-p puede activar vias de transduccion alternas como RhoA. La linea A549 es una linea celular

epitelial alveolar derivada de un carcinoma de pulmén humano, que presenta un fenotipo caracteristico de
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epitelio, y en presencia de TGF-f por tiempos prolongados sufre una EMT (Kasai et al., 2005; Ando et
al., 2007; Kim et al., 2007). Asi, decidimos trabajar con las células A549, para redlizar estudios de
activacion de vias alternas por TGF-f. Se cultivaron las células A549 hasta acanzar un 90% de
confluencia, después en medio sin suero se adiciond TGF- 0.2 nM, y se observaron los cambios
morfoldgicos en estas células, por medio de microscopia de contraste de fases. En lafigura 9, se observa
que adiferenciadel control (figura9A), en lapresenciadel TGF-f las células pierden su fenotipo epitelial,
pierden los contactos célula-célula, y se convierten en células alargadas tipo fibroblasto (figura 9B)
presentandose sin un orden aparente (fenotipo clasico de la EMT). Se ha reportado que la EMT es
dependiente de la actividad del receptor TBRI y de las Smads, al utilizar un inhibidor especifico de TBRI,
el SB431542, se impide que el TGF-f pueda ocasionar los cambios morfol6gicos caracteristicos de la
EMT en A549 (figura 9C).

Figura 9. Cambios morfolégicos inducidos por TGF-f en células A549, dependientes de la actividad de cinasa
de TBRI. Células A549 se arrestaron por 12 h y tratadas con TGF-f 0.2nM con o sin € inhibidor de TRRI
(SB431542) como se indica por 24 h, en medio F12 sin suero. Las imégenes se captaron a las 24 h (aumento 10X).
A) control, B) TGF-p 0.2nM y C) SB431542 10uM + TGF-$ 0.2nM. n=4

Lapérdidade polaridad y de los contactos célula-célula, son algunos de los cambiosinicialesen la
EMT, y se presentan también cambios en la expresion y represion de ciertos genes que se consideran
marcadores de la EMT, como la represién de E-caderina la proteina que forma las uniones adherentes y
una ata expresién de Snail, un factor de transcripcion con dedos de zinc. Por medio de RT-PCR,
buscamos la represion de E-caderinay la expresion de Snail en células A549 tratadas con TGF- 0.2 nM
por 6 y 24 h. Como se observa en lafigura 10, e RNAm de E-caderina deja de expresarse después de 24 h
del tratamiento con TGF-f, lo que también se refleja en la cantidad de proteina, mientras que e RNAmM

del co-represor Snail se expresaalas 48 h (figura 10).
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Figura 10. Represion de E-caderina y expresion de Snail por TGF-f en A549. RT-PCR redlizado a partir de
RNA total de células A549 tratadas con TGF-p 0.2 nM en los tiempos indicados. Se utilizaron los niveles del RNAmM
de B-actinay de la proteina ERK 2 como controles. n=2

Ademés de los cambios en la morfologia de las células A549, buscamos por medio de
inmunofluorescencia cambios en el citoesqueleto inducidos por TGF-f3, principalmente la polimerizacion
de actina para la formacion de fibras de estrés, inducidos por TGF-3. Para esto, se cultivaron células A549
sobre cubreobjetos cubiertos con fibronectina, y después de alcanzar la confluencia las células se trataron

en medio sin suero en presenciade TGF-f 0.2 nM, y el control sin la citocina.

En lafigura 11, se presentan las iméagenes de fluorescencia, en donde en color rojo se muestra la
actinay en azul €l nicleo. En las células control, se observa claramente la formacién de un cinturén de
actina en la periferia de la célula (figura 11, control) y en los contactos entre las células, ambas
caracteristicas de un epitelio. En cambio, € tratamiento con TGF-f3 0.2 nM, induce la formacion de fibras
alo largo de lacélulay la pérdida de los contactos celulares (figura 11, TGF-f), lo que correlaciona con
los cambios morfol dgicos observados (fenotipo tipo fibroblasto). Con esto podemos concluir que el TGF-
B provoca cambios en el citoesqueleto, que hacen que las células epiteliales A549 pierdan su polaridad
apico-basal, y que quizas en estos cambios este muy probablemente involucrada la GTPasa Rho, que
forma parte de una de las principales via de sefidizacion involucradas en la remodelacion del

citoesgueleto.
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Figura 11. Formacién de fibras de estrés en células A549 por TGF-f. Imégenes de inmunofluorescencia para F-
actina (rodamina, rojo) y nucleo (DAPI, azul) capturadas con un microscopio confocal. Las c8ulas A549 sin TGF-3
(control) tratadas con TGF-g 0.2 nM, por 48 hrs en medio sin suero y teflidas para F-actinay nucleo.

Bhowmick y col., encontraron que el TGF-f podia activar a RhoA en un modelo de EMT de
células de glandula de mama de ratén y que al transfectar |a dominante negativa de RhoA se bloqueaban
los efectos de TGF-f (Bhowmick et al., 2001). Asi que decidimos transfectar en células A549 la
dominante negativa de RhoA (DN-RhoA) y a C3, una enzima que ADP-ribosila a las GTPasas de la
familia de Rho. Después de 48h, las células se trataron con TGF-p por 24 h y observamos los cambios
morfoldgicos (figura 12); en células transfectadas con € vector vacio (pC) y tratadas con TGF-f§ se
observan células alargadas que han perdido su fenotipo epitelial, mientras que en células transfectadas con
DN-Rho y C3 la mayor parte mantiene su forma epitelial después del tratamiento con TGF-f. Nuestros
datos preliminares muestran que RhoA es necesaria para los cambios morfoldgicos en la EMT inducidos
por TGF-f3 en células A549.

3. Activacion de RhoA por TGF-8 en células A549

Después de observar el proceso de EMT en células A549, demostrado por los cambios en la
morfologia, la represion de E-cadering, la expresion de Snail y la presencia de fibras de estrés, buscamos

las vias de sefidizacion activadas por TGF-f en estas células. Las vias de sefializacion alternas a las
Smads pueden contribuir a proceso de EMT inducido por TGF-f, ayudando a la remodelacion en la

arquitectura celular y a la expresion de diversos genes. En las células A549, conjuntamente con la
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activacion de Smads, el TGF-f es capaz de activar las vias de RhoA, MAPK-ERK y lavia de Akt (figura
13). Para establecer la cinética de activacién de cada una de estas vias en células A549, se realizd un curso
temporal con TGF-f y se detectdé por medio de inmunoblots la forma activa de estas proteinas.
Principalmente, las proteinas Smads se encuentran activas desde los 5 min hasta 6 h después del
tratamiento con TGF-p (figura 13A). En el caso de Akt y ERK1/2, estas se activan alos 5 min de forma
similar a Smads, aunque su duracion es menor, hasta 1 h (figura 13B). También, detectamos que TGF-f3 es
capaz de activar a RhoA en tiempos cortos de 5y 10 min, y en periodos més largos de 24 y 48 h (figura
13C).

Figura 12. La activacién de RhoA es necesaria para los cambios mor foldgicos inducidos por TGF-§ en cdulas
A549. Células A549 se transfectaron con un vector vacio (pC), la dominante negativa de RhoA (DN-Rho) y C3, una
proteina inhibidora de GTPasas monoméricas; 48 h de la transfeccion se trataron con TGF-3 200pM por 48 h con.
Las imagenes se captaron alas 24 h de tratamiento (aumento 10X).

Para conocer si la activacion de vias alternas previamente observadas en células A549 eran
dependientes de la actividad de cinasa ddl receptor TBRI, pre-tratamos a las células con € inhibidor
SB431542 10 uM por 30min. Como se observa en la figura 14A, la activacion de Smad2 en las células
A549 es abatida por tratamiento con e inhibidor de TRRI. Es muy interesante que la activacion de
ERK1/2 o de RhoA por TGF-f en las células A549 no sea afectada por el SB431542 (figura 14A y 14B),

lo que sugiere que en estas células no se requiere la actividad de cinasa de TRRI para activar aMAPK y a
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RhoA. Es posible que en las células A549 los receptores a TGF-f estén asociados a proteinas tanto
adaptadoras como efectoras que no necesiten ser fosforiladas por TBRI para activar a MAPK y a RhoA.
Este es el caso de Par6, una proteina adaptadora que es fosforilada por el receptor tipo |1 cuando se une €l
ligando, lo que lleva a desensamblaje de las uniones celulares en las células NMuMG (Ozdamar et al.,
2005).

Figura 13. Activacion de vias de sefializacion por TGF-p en células A549. A) Fosforilacion de Smad2, células
A549 se trataron con TGF-f 0.3 nM en los tiempos indicados, de los extractos celulares se inmunoprecipito a
Smad2/3 y se realizé € blot para detectar a Smad2 fosforilado (P-Smad2). B) Fosforilacion de Akt y ERK, de los
extractores celulares se realizaron los inmunaoblot para las formas fosforiladas y totales de estas proteinas. C)
Activacion de RhoA, ensayo de pull-down con GST-RBD e inmunoblot para detectar RhoA-GTPy RhoA total. n=3

4. Interaccion de Gal13y delosreceptoresa TGF-

En la activacion de RhoA se necesita la participacion de algin Rho-GEF; como se mencioné
anteriormente, existen alrededor de 70 GEFs para la familia de GTPasas de Rho. Los receptores a TGF-
podrian asociarse a alguna de estas proteinas, asi que se realizé una blsqueda in silico para encontrar
GEFs candidatos que pudieran asociarse a TRRI. Las bases de datos empleadas son las conocidas como
LUMIER (luminescence-based mammalian interactome mapping) y OPHID (Online Predicted Human

Interaction Database).
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Figura 14. La activacion de ERK1/2 y RhoA por TGF-f en A549 no depende de la actividad de cinasa de
TBRI. A) Fosforilacion de Smad2, células A549 se pretrataron con SB431542 10 uM y después con TGF-$ 0.3 nM
por 15min como se indica, de los extractos celulares se inmunoprecipitd a Smad2/3 y se realiz6 el inmunoblot para
detectar a Smad2 fosforilada (P-Smad2). De los mismos extractos celulares se realizaron los inmunoblot para las
formas fosforiladas y totales de ERK1/2. B) Activacion de RhoA detectada por un ensayo de pull-down con GST-
RBD e inmunoblot para detectar RhoA-GTP y RhoA total, las células A549 se pretrataron con SB431542 10 uM y
después con TGF-f 0.3 nM por 10 min. n=2

En esta busqueda se encontraron varios GEFs que regulan la actividad de GTPasas que forman parte
de lafamilia de Rho. Entre las vias de sefializacion independientes a Smads, que pueden ser activadas por
TGF-B, no se ha descrito o caracterizado aln la interaccion de este tipo de GEFs con laviadel TGF-f. A

continuacion se enlistan los GEFs candidatosen laTabla 1V.

Es de notar que estos GEFs reportados en Lumier se unen a las Smads, y que existen dos GTPasas:
RhoA y Gal3, que estarian asociadas al receptor. Las proteinas p115-RhoGEF y a PDZ-RhoGEF, junto
con otro GEF denominado LARG, pertenecen a una familia de RhoGEFs, estos RhoGEF, son regulados
por receptores asociados a proteinas G heterotriméricas de la familia Ga12/13, como por ejemplo
receptores a € é&cido lisofosfatidico (LPA) y a Trombina. Como caracteristica principal, estos RhoGEFs
contienen dominios RGS, que establecen la union de estas proteinas con Ga12/13 y ala vez regulan su
actividad de GTPasa (Vazquez-Prado et al., 2004). Estas proteinas tienen diversos dominios estructurales
gue permiten la interaccion con otras proteinas, asi como la regulacion de su actividad. Los dominios DH

y PH son necesarios para regular € intercambio de GDP por GTP, € dominio PDZ y laregién carboxilo
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terminal permiten la interaccion con semaforinas (como plexina B) y con PAK4 respectivamente (figura
15).

Tabla I V. GEFs candidatos que regulan la funcién de GTPasas de la familia de Rho encontrados en
LUMIERy OPHID

GEF CARACTERISTICAS COMPONEXZ‘ zgg;.‘g ll}/}l\];:?DEL TGF-p
(plAllgl-{RGhEoF(;lEF) GEF - RhoA SMAD2, SMURF1/2
(PIIX)RZfIPSf(fGlElF) GEF - RhoA SMAD4, SMURF1

AIE{BI?SE(I)W GEF - Racl SMAD2/3/4, SMURF1
A?(Egi? GEF - Rac1/Cdc42 SMAD2/3/1, TGFBRI
GTPasa
RhoA (H12) GTPasa TGFBRI
RAC1 GEF-independiente SMURF?2
Gal3 GTPasa TGFBRI

TGFPRI = Receptor tipo | del TGF-f

Utilizamos células AD293 para transfectar los pldsmidos pCDNA3/G13WT (Gal3 wild-type) y
PCDNA3/G13QL (Gal3 constitutivamente activa), ambas proteinas con el epitope HA, y poder asi
realizar ensayos de inmunoprecipitacion con un anticuerpo que reconoce la regién carboxilo del receptor
tipo 1l de TGF-3, de manera que cuando se adiciona TGFf es posible capturar los complejos de receptores
I y Il junto con alguna proteina de sefidlizacion. En células transfectadas con Gal3, se realizd un
tratamiento con TGF-f 0.3 nM por 15 min, 48 h post-transfeccién, luego las células se lisaron, y los
extractos proteicos se inmunoprecipitaron para obtener los complejos de receptores. Como se observa en
la figura 16, los receptores de TG pueden interaccionar con la proteina Ga13, tanto wild-type como
constitutivamente activa. Cabe mencionar que no es posible descartar una interaccion con €l receptor tipo
I con Gal3, ya que se conoce que bgjo ciertas condiciones se pueden formar complejos de receptores | y

[l aln en ausencia de TGF-p.
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Figura 15. Esquema representativo de la subfamilia de RhoGEFs con dominios RGS. A) Los dominios RGS en
esta familia permiten la interaccién con las proteinas Ga.12/13, los dominios DH-PH regulan a actividad de RhoA y
los dominios PDZ intervienen en interacciones proteina-proteina. La activacién de esta via regula procesos como
migracion, adhesion y contraccion celulares. B) En e esquema se representa a PDZ-RhoGEF (ARHGEF11), LARG
(ARHGEF12) y p115-RhoGEF (ARHGEF1); y sus dominios estructurales PDZ, RGS y DH-PH. Tomado de Fukuhara
et al., 2001.

Figura 16. Gal3interactla con los receptores a TGF-f. AD293 se transfectaron con HA-G, 13wt 0 HA-G,13-
QL, después de 48h las células se trataron con TGFB como se indica. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron
con anticuerpo contra el receptor tipo 11. El inmunaoblot se realizé contra el epitope HA. n=3



Es posible que la interaccién de Ga.13 con los receptores a TGF-f§ sea exclusivamente a través del
receptor tipo 1. Utilizamos células L17, una clona de células epiteliales Mv1Lu (epitelio pulmonar de
vison), que carece del receptor tipo |. Las células se transfectaron con Gal3-wt y/o con € TpRI,
realizando la inmunoprecipitacion de los receptores después de 48 h de transfeccion. Como se observa en
lafigura 17, en células L17 Ga.13 no es capaz de interaccionar con el receptor tipo 11 como ocurre en las
células AD293, ademés de que cuando se transfecta al receptor TRRI, observamos que tampoco es capaz
de interaccionar con el complejo de receptores. Con estos datos, podemos sugerir que en las células L17 es

posible que se necesite de algun otro elemento que permita lainteraccién de Ga13 con los receptores.

Figura 17. En células L17, Ga13 no interactta con los receptores a TGF-B. L17 que no expresan € receptor
tipo | a TGFp se transfectaron transitoriamente con HA-Ga.13 wt y/o con HA-TBRI, después de 48 h las células se
trataron con TGF como seindica. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con anticuerpo contra el receptor tipo
I1'y contra smad2/3. El inmunoblot se realizé contra el epitope HA y contra Smad2 fosforilada.

Después de observar la interaccién de Gal3 con los receptores de TGF-8, se realizé un curso
temporal para estimar el tiempo de interaccion entre ambos componentes. En células AD293
transfectadas, 48 h post-transfeccion con Gal3-wt, se realizd un curso tempora con TGF-p por 5y 15
min, ademas en otros experimentos se utilizd el inhibidor del dominio de cinasa de TRRI el SB431542 por
30 min antes del estimulo, y después se realizd la co-inmunoprecipitacion de |os complejos de receptores.
En la figura 18A y 18B, se observa una importante acumulacién de Gal3 con los receptores 15 min
después del tratamiento con TGF-f3, y a parecer no es necesario € dominio de cinasa de TRRI para esta

asociacion (figura 18B).
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Figura 18. Curso temporal de asociaciéon entre Ga13 y los receptores a TGF-f3. AD293 se transfectaron con
HA-Ga13wt, después de 48h las células se trataron con TGF-f3 con 'y sin SB431542 un inhibidor de la cinasa ALK5
o TBRI como se indica. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con anticuerpo contra el receptor tipo I1. El
inmunoblot se realizd contra el epitope HA y contra el receptor tipo 1. n=3

Gal3 interacciona con diversas proteinas de sefidlizacion como PP5 (proteina fosfatasa 5), AKAP
(proteina de andamigje importante en migracion), y los RhoGEFs. LARG, PDZ o P115, que activan a
RhoA (figura 15) (Kelly et al., 2007). Un método indirecto para saber st TGF-f regula a Ga.13 de manera
positiva 0 negativa, es estudiando la activacion de RhoA. En ensayos de inmunoprecipitacion de RhoA-
GTP, observamos gue en células transfectadas con Ga.13wt, el TGF-f aumenta muy poco la activacion de
RhoA (~0.6 veces) a los 15 min de la adicion de la citocina (figura 19A). De igual forma, en células
transfectadas con Gal3 QL, € TGF-f no afecta la activacién de RhoA inducida por Gal3QL (figura
19B). Se necesitaran ensayos directos para observar la posible activacion de Gal3 por TGF-, por
giemplo ensayos de pull-down con e dominio TPR o ensayos con GTPyS un andlogo del GTP no
hidrolizable.
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Figura 19. Activacion de RhoA por Ga 13 en AD293. Células AD293 se transfectaron con HA-Goa13wt (A) o HA-
Ga.13-QL (B), después de 48h las células se trataron con TGFB como se indica. Con lisados celulares se realizd €l
ensayo de pull-down con GST-RBD e inmunoblot para detectar RhoA-GTP y RhoA total. Se realiz6 el inmunoblot
contra el epitope HA paraver la expresion de Gal3. n=3

5. Participacion de Ga13 en la activacion de RhoA por TGF-

Como se menciond anteriormente, en la base de datos de Lumier encontramos varios RhoGEFs
candidatos que pudieran estar asociados con las proteinas Smads y Smurfl/2 (Tabla IV), ademas existen
dos GTPasas RhoA y Gal3 que podrian estar asociadas al receptor. Existen alrededor de 40 GEFs para
RhoA y especificamente en € tejido pulmonar se expresan ~20 GEFs (Schiller, 2006), asi que lo siguiente
fue conocer si los RhoGEFs candidatos se expresaban en las células A549. Se realizd un RT-PCR paraa
menos 10 RhoGEFs que se sabe se expresan en tejido pulmonar y que activan exclusivamente a RhoA.
Ademés de conocer su nivel de expresion, se estudio si podian ser regulados por TGF-f (figura 20A).
Como se observa en la figura 20A, los RhoGEF encontrados en las bases de datos. ARHGEFL y
ARHGEF11, se expresan en las células A549, ademas de ARHGEF12 (LARG) que pertenece a esta
misma familia de GEFs. Ga.13 es una proteina que se expresa en todos los tejidos, y en células A549 esta

proteina también esta presente (figura 20B).
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Figura 20. Expresién de RhoGEFs y Ga 13 en células A549. A) RT-PCR redlizado a partir de RNA total de
células A549 tratadas con TGF-g 0.2 nM por 24h para observar la expresion del RNAm de distintos RhoGEFs. Se
utilizo € gen de B-actina como control de expresion. B) Extractos proteicos de células A549 tratadas con TGF( se
separaron por SDS-PAGE y después se realizo € inmunoblot para Ga.13.

En este trabgjo a transfectar Gal3 tanto wild-type como la forma constitutivamente activa
(Ga13-QL) en células AD293, observamos la interaccion de los receptores de TGF- con Gal3 en
condiciones basales y esta interaccion aumenta cuando se adiciona TGF-p. Asi decidimos buscar esta
interaccion en células A549 (figura 21), a inmunoprecipitar al receptor tipo Il y utilizar el anticuerpo
contra Ga13 se observa la interaccién de ambas proteinas, aunque la adicién de TGF-p por 1 h parece

disminuir su interaccion.

Figura 21. Ga.13 interactUa con los receptores a TGF-f de manera enddgena en células A549. Células A549 se
arrestaron por 18 h en medio sin ayuno y tratadas con TGF-$ 0.3 nM por 1 hra como se indica. Los lisados celulares
se inmunopreci pitaron con anticuerpo contra el receptor tipo I1. El inmunoblot se realizé contra Gou13.

Las proteinas con dominios RGS regulan la actividad de las proteinas G heterotriméricas,
aumentando la tasa de hidrdlisis de GTP por Go. (Hains et al., 2004), utilizando estos dominios como
herramienta se puede estudiar la participacion de algin miembro de las distintas familias de Ga. en un
evento de sefializacion particular. Como se indico anteriormente, las RhoGEFs reguladas por Ga12/13
contienen dominios RGS que les ayudan a interactuar con esta Ga,; asi se utilizaron estos dominios para
saber s la activacién de RhoA observada en células A549 por TGF-f3 era através de Ga13. En lafigura
22, se muestran resultados preliminares de ensayos de activacién de RhoA por TGF-f en células
transfectadas con los dominios RGS-PDZ, RGS-LARG y RGS-pl115. En células transfectadas con los
dominios RGS de PDZ y RGS de LARG (figura 22A y 22B), la activacion de RhoA por TGF-f3 disminuye
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aproximadamente un 80%, mientras que en células transfectadas con RGS-p115 no hay una disminucién
de la actividad de Rho inducida por TGF- (figura 22C). Con estos ultimos datos podemos estimar que
TGF-p atravésde Ga,; y delos RhoGEFs PDZ y LARG activaa RhoA en un modelo de EMT.

Figura 22. Participaciéon de PDZ- y LARG-RhoGEFs en la activacion de RhoA por TGF-$ en células A549.
Células A549 se transfectaron con los dominios RGS de PDZ (A), LARG (B) y p115-RhoGEFs (C). Después de 48
h, se trataron con TGF-f 0.3 nM por 10miny se realizaron ensayos de activacion de RhoA por pull-down con GST-
RBD e inmunoblot para detectar RhoA-GTPy RhoA total.
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VII. DiscusiON

En el presente trabajo se estudio la funcién y la regulacion de la citocina TGF-f3 en dos procesos
importantes que se presentan durante la remodelacién tisular, primero en su papel como factor pro-
fibrogénico a ser regulado por All en las HSC activadas, principales células que participan en €
desarrollo de la fibrosis hepética; y segundo, como inductor de la EMT un proceso relevante tanto en
fibrosis como en cancer, evaluando principa mente nuevos efectores de los receptores para TGF-f3 (figura
23).

Figura 23. Modelo integrativo del papel del TGF-f durante la reparacion tisular. El TGF- 3 es e
principal regulador de ECM en un proceso fibrogénico, factores vasomoduladores como la All participan
activamente en € desarrollo de fibrosis hepatica, ya que regula positivamente la produccién de las isoformas del
TGF-B. Ademés esta citocina controlala EMT, a través de las proteinas Smads y RhoA, proceso que participa en la
generacion de MFB que amplifican el proceso defibrosis.

LA ANGIOTENSINA || REGULA LA EXPRESION DE LAS|SOFORMAS DEL TGF-f# EN HSC DE RATA

LaAll es un importante regulador de la homeostasis y del balance electrolitico, ademas de ser un
factor de riesgo para la fibrosis hepatica. Estudios previos muestran gque la isoforma 1 del TGF-p puede
ser regulada por All en células mesangiales (Weigert et al., 2002). Desde hace varios afios se ha descrito
una interrelacion entre la All y e TGF-f: en diferentes tipos celulares y condiciones patoldgicas All
regulala expresion y la activacion de TGF-g; asi, esta citocina mediaria algunas acciones de la All (Ruiz-
Ortega et al., 2007). El blogueo de la produccion de All o la activacion de sus receptores inhibe la

secrecion de TGF-f y la fibrosis; igualmente al bloguear a TGF-f con anticuerpos neutralizantes o con
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una mutante de su receptor tipo |1, laAll yano es capaz de modular eficientemente la sintesis de ECM.

El TGF- tiene 3 isoformas (TGF-f1, TGF-p2 y TGF-B3), siendo la mas estudiada TGF-f1 y poco
se conoce de las acciones de TGF-f2 y TGF-f3. La diferencia més clara entre ellas, es su expresion
regulada de forma tejido-especifica, y en el desarrollo embrionario en distintas etapas (Roberts, 1998). De
hecho cada isoforma puede inducir la expresion de las otras dos, por 1o que se cree que las acciones de
TGF-p2 y TGF-B3 parecen ser mediadas por €l TGF-f1; ya que a adicionar un anticuerpo especifico

contralaisoformal, e 80% de las acciones de TGF-$3 disminuyen (Yu et al., 2003).

El papel de TGF-$2 y TGF-3 en la fibrosis ha sido poco estudiado y a parecer no existen
diferencias importantes entre ellas, en experimentos in vitro con células de rifién las 3 isoformas se
comportan de la misma manera: regulan el recambio de la ECM, es decir aumentan su sintesis y reducen
su degradacion, y ademés la combinacion de las 3 isoformas tiene un efecto aditivo (Yu et al., 2003),
aunque poco se sabe de su efecto in vivo. La concentracion de TGF-f1 aumenta en la mayoria de las
patol ogias inflamatorias, tanto en su forma activa como latente, y en muchos casos de manera muy similar
el TGF-f2 también aumenta. En cambio la expresion de TGF- B3 varia: su expresion es baja en reparacion
tisular y en la enfermedad de Crohn, permanece igual (aunque en concentraciones altas) en artritis
reumatoide y colitis ulcerativa, mientras que su expresion aumenta en nefropatia diabética, de hecho se
piensa que TGF- 33 tiene efectos antifibréticos (Pohlers et al., 2009). Aunque las 3 isoformas tienen
efectos similares en la expresién de ECM, existen variaciones entre ellas en cuanto a su accion
antiproliferativa en queratinocitos y en la angiogénesis. Se ha observado ademas, que € TGF-3 tiene un
papel regulatorio en la expresion de TGF-p1 controlando sus niveles después de la expresion de TGF-3
(Kinbara et al., 2002). Mientras que en procesos de reparacion de epitelio bronquial, TGF-f1 es la
isoforma principal en la migracion celular y no e TGF-f2, pero ambas se producen cuando inician los

mecanismos de reparacién tisular (Howat et al., 2002).

Estos antecedentes nos dan un indicio de las acciones de las isoformas del TGF-3, por lo tanto es
importante evaluar la produccion de TGF-g2 y TGF-p3 en higado, ya que ambas isoformas podrian estar

participando en laamplificacion del evento fibrogénico en el higado.
Como observamos en este estudio, en las HSC derata, la All es capaz de modular la transcripcion de

losRNAm delasisoformas 2 y 3 del TGF-f a diferentes tiempos. En procesos de reparacion de epidermis

de ratén se ha estudiado un poco mas la regulaciéon de estas isoformas, éstas se regulan de manera
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diferente conforme pasa € tiempo de reparacion. La primera en ser regulada es el TGF-B1 a partir del dia
1° hasta el 5° cuando sus niveles bgjan, y a partir del dia 3 tanto TGF-2 como TGF-f#3 aumentan sus
niveles (hasta 12 veces con respecto al control) lo que coincide con lare-epitelizacion del tejido (Frank et
al., 1996).

En HSCs activadas, e TGF-3 es la primera isoforma en ser expresada por la sefidizacion de All,
seguida del TGF-f2 a partir de las 6 h, pero curiosamente la isoforma 1 no parece ser regulada
positivamente por All. La expresién de cada isoforma es controlada por €l tipo de promotor que contienen
sus genes, ademés cada isoforma del TGF-p puede regularse por las otras dos. El TGF-1 se distingue de
lasisoformas 2 y 3 por carecer de caja TATAA y por la presencia de diversos sitios regulatorios los cuales
pueden ser activados por genes de respuesta temprana: presenta varias cagjas GC que son sitios de union
para SP1 y Zf9/CBP, sitios para AP-1, entre otros; aungue en este estudio solo se observa una ligera
regulacién positiva de esta isoforma por All. El TGF-2 y TGF-3, aumentan la expresion de su RNAm
en HSC directamente por € tratamiento con All. Ambas isoformas tienen promotores que presentan una
caa TATAA y un elemento proximal CRE-ATF que sugieren un control embrionario y hormonal, ademéas
estan altamente conservados entre especies (Roberts, 1998). En el promotor de TGF-f32 existen motivos
E-box, elementos de unién para USF1 y USF2, y a diferencia de TGF-$1 y TGF-$3 no es regulado por
SP-1 (O’ Reilly et al., 1992). Mientras que en TGF-$3, se presentan sitios para AP-2 'y SP-1 ademés del ya
mencionado CRE (Lafyatis et al., 1990). Aunque en este estudio se desconoce que factores de
transcripcion participan directamente en la regulacion de su expresion, se ha descrito que algunas de las
proteinas que se unen a estos sitios son regulados por PKC y MAPK (O'Reilly et al., 1992; Lu et al.,
2001).

En un higado normal, las HSC se encuentran en un estado quiescente y cuando existe un proceso
inflamatorio se activan y empiezan a proliferar y producir gran cantidad de factores. Las HSC activadas
son una de las células mas importantes en el proceso fibrogénico, ya que son las principales productoras
de factores proinflamatorios y de componentes de matriz. Debido a esto, las HSC se encuentran entre los
diversos blancos de estudio para el tratamiento de la fibrosis hepatica (Bedossa et al., 2003; Lotersztajn et
al., 2004). En este estudio observamos que en un estado quiescente o activado, All es capaz de regular
positivamente la transcripcion de las isoformas TGF-$2 y TGF-3. En su estado quiescente las HSC no
son responsivas a muchas citocinas (Wei et al., 2001), y también es el caso de All, donde en HSC
quiescentes All no puede inducir proliferacién ni la contraccién celulares (Bataller et al., 2000); pero

nuestros resultados muestran que responden aAll a regular al TGF-f y activar laviade ERK.
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Laregulacion de TGF-2 y TGF-f3 por All en HSC de rata necesita de las vias de sefidizacion
de MAPK-ERK vy la produccion de ROS, ya que a uilizar inhibidores especificos de estas vias se abate la
accién de All. Las ROS, ademés de ser moléculas dafiinas para las células, también se consideran de
sefializacion ya que pueden activar varios factores de transcripcion de manera directa o indirecta, como
AP-1y NF-xB, entre otros.

Un aspecto importante en la regulacion del TGF- es su disponibilidad como forma activa que pueda
unirse a sus receptores y regular sus genes blanco. Las 3 isoformas expresadas en mamiferos del TGF-f
son sintetizadas como formas latentes que necesitan de la accion de proteasas o de algin otro mecanismo
para liberar la forma activa. De hecho, una diferencia entre las 3 isoformas es la secuencia de residuos de
aminoéacidos del LAP, ya que solo comparten arededor del 30% de identidad y esto es importante paralos
mecanismos de liberacion de la forma activa. En HSC activadas de rata, observamos que All puede

producir no solo e RNAm de TGF-f3 sino también laforma activa

Para conocer si las HSC secretaban TGF-f3 activo en respuesta a All, utilizamos células AD293 que
expresan un gen reportero, el 3TP-Lux que se activa en presencia de TGF-f ya gque contiene sitios de
unién paralas Smads, una método f&cil para detectar la presencia de esta citocina. EI medio condicionado
en donde se cultivaron y trataron con All alas HSC, fue capaz de activar a reportero. Esto nos indica que
las HSC liberan a TGF-f latente en respuesta a All. Los mecanismos para liberar al TGF-f son diversos,
pero es posible que las HSC a través de proteasas o por la modificacién oxidativa del LAP, se libere a
TGF-B. En varios estudios se ha demostrado que las ROS pueden liberar al TGF-f3 de su complejo latente
al oxidar aLAP vy a activar indirectamente a MMP-2 y MMP-9 (Liu et al., 2010), y al realizar estudios
con antioxidantes o con enzimas gque metabolizan a las ROS, la activacion o liberacion del TGF-§ fue
abatida. En el presente estudio, a utilizar inhibidores de la Nox en las HSC tratadas con All, se observa
una reduccion de la liberacion de TGF-B; asi que podemos concluir que las ROS participan en la

produccion de TGF-f tanto en latranscripcion como en la produccion de laforma activa.

Las HSC a transdiferenciarse en MFB constituyen la principal fuente de ECM; aunque existe la
hipétesis de que algunas células hepaticas pueden sufrir una EMT y ayudar al proceso de fibrogénesis
(Kalluri & Weinberg, 2009). Este proceso es reconocido ampliamente en desarrollo embrionario y en cancer
(Hay, 2005). El TGF-p es € principal inductor de esta transformacién, a través de la regulacion epigenética
por las Smads; aunque también a través de vias como MAPK y RhoA. En nuestro estudio evaluamos nuevos

efectores de la sefidizacion por TGF-3 en un modelo de EMT especificamente de tipo 3, ya que aunque
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ahora se reconocen tres tipos de EMT, es notable la similitud entre los procesos, 10 que sugiere un mismo
mecanismo (Weinberg, 2007), aunado a la facilidad de estudiar EMT in vitro. Seguir la EMT in vivo, es un
proceso complicado, reportes recientes hacen uso de ratones transgénicos para seguir la transformacion
celular durante la fibrosis hepatica, aungue han sido muy controversiales los marcadores de EMT utilizados
(FSP-1, albumina, colédgenal) y la observacién de cambios morfol égicos en los hepatocitos (Kaimori et al.,
2007; Zeisberg et al., 2007; Taura et al., 2010).

PARTICIPACION DE Gaz13 EN LA ACTIVACION DE RHOA POR TGF-# EN UN MODELO DE EMT

El TGF-B, principal inductor de EMT, puede activar vias de sefidizacién aternas que ayudan a
regular sus acciones. Dependiendo del contexto celular, el TGF-p puede activar la via de MAPK: ERKS,
JINK y p38; GTPasas como Ras, RhoA, Rac y Cdc42, y laviade PI3K y su efector Akt (Derynck et al.,
2003; Moustakas & Heldin, 2005). Nuestros estudios preliminares muestran que las células A549 son un
buen modelo de EMT que concuerdan con lo ya publicado (Kim et al., 2007). Estas células al ser tratadas
con TGF-B por periodos largos pierden su morfologia epitelia y se transforman en células tipo
fibroblasto, pierden la expresion de E-caderinay expresan al correpresor Snail. Ademas, RhoA parece ser
importante en los cambios morfoldgicos. La importancia de la sefializacion de la GTPasa RhoA en la
transformacion epitelial en NmuMG, inducida por TGF-3 fue demostrada por Bhowmick y col. (2002); ya
gue a bloquear la sefial de JNK, Rac y RhoA, solo esta Ultima proteina era importante, junto con las
Smads, para los efectos de TGF-f3. En un modelo de diferenciacién de muasculo liso vascular por TGF-$,
la inhibicién de la actividad de RhoA bloquea los efectos de TGF-f particularmente inhibiendo a la

fosforilacion de las Smads y su translocacion al nicleo (Chen et al., 2006).

La activacion de las GTPasas de la familia de RhoA se da a través de los factores intercambiadores
de nucledtidos de guanina 0 RhoGEFs. Hasta la fecha, no se conoce como los receptores a TGF-f pueden
activar aRhoA. En las células A549, TGF-f activaa RhoA de manerarapida, 5 min, lo que sugiere que es
de una forma directa por los receptores y no por regulacion transcripcional. La activacién de RhoA a
tiempos largos, concuerda con la aparicion de fibras de estrés en estas células (figura 11). Mientras que la
cinética rgpida de activacion sugiere que algun efector gque activa a RhoA podria estar asociado a los
receptores. Recientemente se ha demostrado que RhoA no solo participa en la remodelacién del
citoesgueleto, sino que también es capaz de activar factores de trascripcion como los factores relacionados
a miocardina (MRFT), y de manera particular junto con Smad3 pueden regular la EMT a través de la
regulacion del gen slug un factor perteneciente ala misma familia que Snail. Otra via aterna activada por

TGF-B que se observo en las células A549, fue la via de ERK. Esta via junto con RhoA ayudan aregular



las acciones de TGF-ff en EMT (Zavadil & Béttinger, 2005) a inducir genes del citoesqueleto y de matriz
extracelular. Dada la diversidad de GEFs para Rho y la regulacién de la actividad de los mismos, podria
plantearse que la activacion de estas vias aternas junto con las proteinas Smads, podrian modular la
actividad de estas GEFs. Por gjemplo, la fosforilacién de fosfoinositidos por PI3K podria ser importante al

reclutar GEFs haciala membrana plasmética.

En este estudio, en las células A549 ambas vias son activadas por TGF-f3 independientemente de
la actividad de cinasa de TBRI, por lo tanto algin otro efector esta involucrado en esta activacion.
Dependiendo €l tipo celular, la activacion de vias alternas es dependiente de la cinasa de TBRI (Lee et al.,
2007) o puede ser independiente (Han et al., 2005), estas diferencias radican en el tipo celular estudiado.
En su estudio Han y col., observan que la activacion de Rac, RhoA y MAPK por TGF-f3 en un modelo de
EMT es independiente de la activacion de TBRI, estas vias contribuyen a incremento de la migracion
celular pero no a la transformacion epitelial. Asi, tanto las vias TRRI/smads y vias alternas (Rho, Rac y
MAPK) participan en €l proceso de EMT inducido por TGF-f: en la reprogramacion epigenéticay en la
alta tasa de motilidad celular. Las vias alternas activadas por los receptores a TGF-f§ en diversos tipos
celulares dependen de la actividad de cinasa del receptor tipo |, pero en algunas otras lineas celulares los
receptores estédn asociados a integrinas o moléculas de adhesion que reclutan diversas proteinas para la
activacion de vias alternas. Por gjemplo, en células de cancer de mama 4T1 la integrina 3 interactlia
fisicamente con el receptor tipo Il de TGFpB, permitiendo que la cinasa Src fosforile a receptor en la
tirosina 284, subsecuentemente, esta fosforilacién permite el reclutamiento de proteinas adaptadoras como
Grb2y ShcA lo que conllevaalaactivacion de MAPK (Galliher et al., 2007).

Estudios recientes han demostrado nuevas interacciones de |os receptores con efectores que activan
estos madulos de sefidlizacion (Lee et al., 2007, Sorrentino et al., 2008). Con base en los estudios
publicados por Barros-Rodiles y col. (2005), la base de datos Lumier representa una herramienta Gtil para
encontrar nuevas interacciones dentro de la via de sefializacion de TGF-f. En sus datos se predice que la
proteina Gal3 puede interactuar con el receptor tipo | TRRI de TGF-f3, aunque sus valores relativos de

interaccion son bajos comparados con los valores de otras interacciones (ver tabla V).

Nuestros resultados indican que en células AD293 transfectadas con Gol3wt o Gal3QL
(congtitutivamente activa), los receptores a TGF-f pueden interactuar con esta proteing,
independientemente del  estado de activacion de Gal3. Incluso €l estado de activacion de TRRI tampoco

parece ser importante, ya que cuando se utiliza € inhibidor de la actividad de cinasa de TBRI, la
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interaccion de ambos componentes no cambia. En varios estudios se ha resaltado el papel de cinasa de
TBRI en la activacion de vias aternas como por ejemplo la via de ERK: a fosforilar y reclutar ShcA para
activar a Ras (Lee et al., 2007) o a utilizar inhibidores especificos para TBRI que también bloquean la
activacion de ERK (DaCosta Byfield et al., 2004). Aunque hay algunos reportes donde la activacién de
p38 es independiente de la cinasa del receptor TBRI, principalmente a través del reclutamiento de laligasa
TRAF6 y laubiquitinacion de TAK1 (Sorrentino et al., 2008).

La via de sefidizacion de Gal3 incluye la activacion de RhoA a través de la familia de RhoGEFs
gue contienen dominios RGS: PDZ, p115 y LARG. Para analizar los efectos de TGF-f sobre Ga13, en
células AD293 evaluamos la activacion de RhoA, pero no encontramos ningun efecto del TGF-f3 sobre
esta GTPasa en estas células,; en cambio en las células A549 encontramos una activacion de RhoA por
TGF-p y también observamos lainteraccion de los receptores con Ga13. Un estudio de Leey col. (2009),
demuestra que la familia de Ga.12/13 y la activacion de la via de RhoA y Rac, es necesaria para activar a
gen de tgf-B1l por la misma sefia de TGF-f en fibroblastos embrionarios y HSC de raton. Pero
curiosamente, el TGF-f no activa a Ga12/13. Este reporte confirma la importancia de nuestro hallazgo y
por lo tanto es necesario realizar mas estudios sobre la interaccion entre los receptores a TGF-f y Ga.13,

posiblemente en otro modelo celular.

La interaccion de Gal3 con los receptores a TGF-f3 podria ser una via de activacion de RhoA en
nuestro modelo de EMT. Es importante mencionar que encontramos esta interacciéon de manera endégena
en células A549 y en nuestro resultados preliminares se muestra que los RhoGEFs PDZ y LARG, también
estan involucrados en la activacién de RhoA. Es necesario profundizar en este hallazgo ya que no se
conocen con detale los efectos de la activacion de RhoA por TGF-f y sus implicaciones en la

transformacion epitelial.
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VIII. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, observamos que:

1) la All regula positivamente a las 3 isoformas del TGF-f3 e induce su activacion en cultivos de

HSC activadas (MFB). La regulacion positiva de TGF-$2 y TGF-g3 por All, podria representar la

amplificacion del proceso fibrogénico en el higado. Si tomamos en cuenta que el TGF-f también regulala

transformacion epitelial (EMT), esta citocina participaria en la generacion de mas MFB modulando asi

otro aspecto del proceso fibrogeénico.

2) El TGF-p a través de las Smads y de la activaciéon de otras vias de sefializacion regula la

sintesisde ECM y laEMT, en este trabajo encontramos un nuevo efector en su sefializacién que interactia

directamente con los receptores, la proteina Go.13.

| X. PERSPECTIVAS

La All através de distintas vias de sefializacion induce la expresién de distintos genes como los
delacoldgenatipo | y el TGF-1. En las HSC, la All es capaz de regular positivamente al TGF-
B2y el TGF-B3, pero se desconoce que factores de transcripcion intervienen en ello. Por tanto,

seriainteresante estudiar que factores estén participando en esta regulacion.

El TGF-B es una citocina que contribuye a la regulacion de la matriz extracelular y es un factor
importante en e desarrollo de fibrosis. Las distintas isoformas del TGF-f participan en €
desarrollo embrionario en un tiempo y espacio definidos. En cambio, poco se sabe acerca del
papel de cada isoforma en e desarrollo de la fibrosis hepética. Seria importante determinar €l

papel de cadaisoforma sobre las HSC, células orquestadoras de lafibrosis hepética.

El papel de RhoA en la sefidizacion de TGF-f ha sido demostrado en varios reportes, junto con
las Smads ayuda a regular genes en la transformacion epitelial, ademas es uno de los principales
reguladores del citoesqueleto. Pero aun no se conoce con detalle como los receptores a TGF-3
inducen su activacion. En este trabgjo, describimos que Gal3, quien regula a RhoGEFs con
dominios RGS, interacciona con los receptores a TGF-f3 en un modelo de transformacion epitelial.

Se necesitaran més estudios para comprobar estainteraccion y laimportancia de estaen EMT.
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Abstract

All (angiotensin 1) is a vasoactive peptide that plays an important role in the development of liver fibrosis by mainly
regulating profibrotic cytokine expression such as TGF-p (transforming growth factor-f). Activated HSCs (hepatic stellate
cells) are the major cell type responsible for ECM (extracellular matrix) deposition during liver fibrosis and are also a target
for All and TGF-f actions. Here, we studied the effect of All on the mRNA levels of TGF-f isoforms in primary cultures of rat
HSCs. Both quiescent and activated HSCs were stimulated with All for different time periods, and mRNA levels of TGF-f1,
TGF-p2 and TGF-p3 isoforms were evaluated using RNasel protection assay. The mRNA levels of all TGF-f isoforms,
particularly TGF-$2 and TGF-f3, were increased after All treatment in activated HSCs. In addition, activated HSCs were
able to produce active TGF-f protein after All treatment. The mRNA expression of TGF-f isoforms induced by All required
both ERK1/2 and Nox (NADPH oxidase) activation but not PKC (protein kinase C) participation. ERK1/2 activation induced
by All occurs via AT1 receptors, but independently of either PKC and Nox activation or EGFR (epidermal growth factor
receptor) transactivation. Interestingly, All has a similar effect on TGF-f expression in quiescent HSCs, although it has a
smaller but significant effect on ERK1/2 activation in these cells.

Keywords: angiotensin II; hepatic stellate cell; liver; MAPK; Nox; TGF-f

production of homeostatic factors (Geerts, 2001; Friedman, 2008).
In liver fibrosis, HSCs are the major cell type responsible for ECM
deposition and inflammatory cytokine production (Friedman,
2000, 2008; Gressner and Weiskirchen, 2006). HSCs undergo a
transdifferentiation process known as activation after hepatic
injury; activated HSCs lose retinoid, increase a-sma expression
and acquire a myofibroblast phenotype (Friedman, 2000, 2008;
Geerts, 2001). Activated HSCs also become responsive to several
growth factors and cytokines; for instance, they are contractile

1. Introduction

All (angiotensin 1l) is an important octapeptidic hormone of the
rennin-angiotensin system that regulates vascular homeostasis as
well as renal water and sodium reabsorption. All has multiple cellular
actions: it induces cell growth and proliferation and also controls
ECM (extracellular matrix) formation in several tissues (De Gasparo
et al., 2000). Alterations in All signals are involved in the develop-

ment of some diseases. For instance, a long-term exposure to All
promotes cardiovascular remodelling as well as renal and liver
fibrosis mainly by promoting ECM production and deposition
(Mezzano et al., 2001; Mehta and Griendling, 2007). All signals
through at least four different G protein-coupled receptors: AT1, AT2,
AT3 and AT4. AT1 receptors activate several downstream effectors,
which include PKC, ERK1/2, p38 and JNK, as well as tyrosine
kinases such as Src and JAK (De Gasparo et al., 2000; Mehta and
Griendling, 2007; Olivares-Reyes, et al., 2009). Furthermore, All can
induce Nox (NADPH oxidase) activation to generate ROS (reactive
oxygen species), which are potent modulators of signalling pathways
causing hypertension and vessel inflammation (Mehta and
Griendling, 2007; Garrido and Griendling, 2009).

In the normal liver, quiescent HSCs (hepatic stellate cells)
play an important role in retinoid storage, ECM turnover, and

in response to endothelin and produce several ECM proteins in
response to TGF-f (transforming growth factor-f) (Friedman,
2000, 2008; Pinzani and Marra, 2001). Notably, HSCs can also
display the activation process when they are cultured for a few
days in uncoated plastic dishes, showing phenotypic changes
similar to those occurring in vivo (Friedman, 2000).

TGF-p is a key mediator of liver fibrosis as demonstrated by
the presence of high TGF-f levels at sites of ECM deposition, the
development of fibrosis in animals that overexpress TGF-f and
the decrease of fibrosis with anti-TGF-f therapies (De Bleser et al.,
1997; Qi et al.,, 1999; Schuppan et al., 2003). The increased
expression of all three TGF-f isoforms in liver cirrhosis suggests
all of them may participate in fibrosis development; they also have
additive effects regarding ECM production in vitro and in vivo
(Baer et al., 1998; Ledbetter et al., 2000; Yu et al., 2003; Fukumura

"To whom correspondence should be addressed (email mmacias@ifc.unam.mx).

Abbreviations: All, angiotensin Il; AG, AG1478; BIM, bis-indolylmaleimide; CHX, cycloheximide; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DPI, diphenylene
iodonium; ECM, extracellular matrix; EGFR, epidermal growth factor receptor; Et, ethidium; HO-1, heme oxygenase-1; HSCs, hepatic stellate cells; LOS, losartan;
NAC, N-acetyl-cysteine; Nox, NADPH oxidase; PD, PD123177; PKC, protein kinase C; RAS, rennin—angiotensin system; ROS, reactive oxygen species; RPA,
RNasel protection assay; SB, SB202190; SP, SP600125; STA, staurosporine; TGF-f, transforming growth factor-$; U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-
bis(methylthio)butadiene.
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et al., 2006). Furthermore, the mechanisms involved in the
differential expression of TGF-f isoforms have been an intriguing
issue for a long time, and the regulation of TGF-§ isoform
expression seems to be different depending on stimulus and cell
type (O’Kane and Ferguson, 1997; Roberts, 1998; McKaig et al.,
2002; Wickert et al., 2002).

All is also an important mediator in liver fibrosis that functions
as a proinflammatory factor contributing also to increased ECM
synthesis, oxidative stress and the production of proinflammatory
cytokines (Warner et al., 2007; Moreno and Bataller, 2008). All
serum levels have been found elevated in patients with cirrhosis
and chronic hepatitis C (Bosch et al., 1980). In animal models of
hepatic fibrosis, prolonged systemic infusion of All induces HSCs
activation along with an increase in AT1 receptor content in
fibrotic areas (Bataller et al., 2003b). Notably, the inhibition of All
production or AT1 receptor blockade with specific antagonists
decrease hepatic inflammation and fibrosis, suggesting a direct
link between All signal and fibrosis development (Yoshiji et al.,
2001; Bataller et al., 2003a; Ueki et al., 2006). Nevertheless, the
molecular mechanisms underlying the action of All in hepatic
fibrosis are not completely understood.

Several reports indicate that All promotes some of its proin-
flammatory effects in liver through targeting HSCs (Pinzani and
Marra, 2001; Wynn, 2008). Intriguingly, a previous report showed that
human activated HSCs are more responsive than human quiescent
HSCs to All actions (Bataller et al., 2000), suggesting the absence of
All receptors in the quiescent HSCs and a possible up-regulation
of AT1 receptor levels during HSC activation (Wei et al., 2001). HSCs
are also the target of many profibrogenic cytokines such as TGF-f
(Hellerbrand et al., 1999; Bataller et al., 2000; Friedman, 2000;
Gressner and Weiskirchen, 2006), and some reports suggest a close
relationship between All actions and TGF-f production in the
development of liver fibrosis, suggesting that TGF-f can function
as a mediator of All profibrogenic actions.

All seems to use different signalling pathways in HSCs such as
MAPK and phosphoinositides/Ca** pathway activation, and ROS
production. Recently, it was described that All induces the
activation of a non-phagocytic isoform of Nox in HSCs in order
to activate gene transcription of genes related with fibrosis onset
(Bataller et al., 2003b). HSCs express key components (p22P"%,
gp91Pho* pa7P™* pE7PM°% and Rac) of non-phagocytic forms of
Nox (Adachi et al., 2005), mainly Nox1 and Nox2 in HSCs (Bataller
et al., 2003b; Adachi et al., 2005; Choi et al., 2006; Bedard
and Krause, 2007). Nox is induced during HSCs activation and
produces superoxide (O,") in response to All; All effects on
phosphorylation of the p47°"°* subunit of Nox, increase of (0,"")
production, and HSCs activation, are blunted in p47°"°% —/— mice
(Bataller et al., 2003b). These p47°"* knockout mice show
reduced fibrosis after liver injury, disclosing the relevance of Nox
pathway (Bataller et al., 2003b). ROS and oxidative stress has
been implicated in regulation of tyrosine kinases, expression of
inflammatory genes and in the origin of diverse pathologies such
as liver fibrosis (Bataller et al., 2003a; Czaja, 2005; De Minicis et
al., 2006; Bedard and Krause, 2007; De Minicis and Brenner,
2007). Further, All signalling through AT1 receptors seems to
participate in the ROS generation through Nox activation (Bataller
et al., 2003b).

Here, we investigate if All regulates the expression of the
mRNA of all three TGF-f isoforms in quiescent and activated rat
HSCs and which signalling pathway is involved. We observed that
mRNA levels of all TGF-f isoforms are up-regulated by All in both
activated and quiescent rat HSCs and that All is able to induce
active TGF-f secretion from HSCs. Interestingly, TGF-f isoform
expression induced by All was dependent on ERK1/2 and Nox
activation but independent of PKC. We also observed that
quiescent HSCs are responsive but less sensitive to All signals
in order to activate ERK1/2 than activated HSCs.

2. Materials and methods
2.1. Rat HSCs primary culture

HSCs were isolated from male Wistar rats (>500 g) as previously
described (Friedman and Roll, 1987). In brief, liver was perfused and
digested with 20 pg/ml pronase and 0.15 pg/ml collagenase type IV.
Liver was then minced and incubated at 37°C for 15 min. The hepatic
cell suspension was centrifuged at 21400 rev./min for 40 min through
a density gradient of 8.2% Nycodenz. After HSC isolation, 4-5 x 108
cells were cultured in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
with 10% FBS (fetal bovine serum) plus 100 U/ml penicillin, 100 U/ml
streptomycin and 0.1 mg/ml gentamicin. HSC cultured for 2 days
maintained a quiescent phenotype, whereas after 7 to 13 days of
primary culture, they were activated and transdifferentiated to
myofibroblast (Ballardini et al., 1988). Animals were maintained and
used following the Federal Regulations for Animal Experimentation
and Care (Ministry of Agriculture, SAGARPA, Mexico).

2.2. Western blotting

Whole-cell protein extracts were obtained from cells lysed in
TNTE buffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% Triton
X-100, 5 mM EDTA) containing a protease- and phosphatase-
inhibitor cocktail. Total protein (25 ng) was separated by SDS/
PAGE and transferred to PVDF membranes. Membranes were
blocked with 5% fat-free milk for 1 h and then incubated overnight
at 4°C with primary antibodies (1:1000 dilutions). Membranes
were incubated 1 h at room temperature with an HRP (horseradish
peroxidase)-linked secondary antibody (1:10000 dilution), fol-
lowed by detection with enhanced chemiluminescence assay
kit. Densitometry was carried out with the Kodak electrophoresis
documentation and analysis system (EDAS 290).

2.3. RPA (RNasel protection assay)

Total RNA was isolated from both quiescent and activated HSCs
using TRIzol according to the manufacturer’s instructions. In order to
accumulate total mMRNA vyield and decrease its degradation, HSCs
were pretreated with 20 pg/ml CHX (cycloheximide) before All
stimulation, and TGF-# mMRNA expression was assessed by RPA as
described previously (Gonzalez-Espinosa et al., 2003). Total RNA was
hybridized with commercially available multiprobe template sets.
Riboprobes were synthesized with RiboQuant™ in vitro Transcription
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Kit using 100 pCi of (3®P)-UTP, and following the manufacturer’s
protocol (BD Biosciences). Hybridization of 5-10 pg of total RNA
and 10° cpm of labelled probe was incubated in 13 pl of hybridiza-
tion buffer overnight at 56°C. RNasel digestion and subsequent
steps were done following manufacturer’s instructions. Precipitation
of protected fragments was performed in the presence of 1.5 ug of
GlycoBlue used as a carrier. Fragment resolution was carried out on a
denaturing 6% polyacrylamide gel, followed by autoradiography.
Densitometry was obtained by using EDAS 290. Data were normalized
using L32 and GAPDH mRNA expression levels as controls.

2.4. Luciferase reporter assay

For TGF-f-inducible luciferase reporter assay, AD293 cells (human
kidney epithelial cells) were transiently transfected with the reporter
plasmid 3TP-lux and pCMV/f-gal. Cells were seeded to 50%
confluence in 12-well plates and transfected overnight with 0.4 pg
DNA per well using the calcium phosphate-DNA precipitation
method. To induce the luciferase reporter, cells were treated
overnight with 1 uM All or with different TGF-fi concentrations. In
order to determine if All induces active TGF-f secretion from HSCs,
AD293 cells transfected with the reporter plasmid were treated
overnight with conditioned media obtained from activated HSCs
cultures previously treated in the absence (control) or the presence
of 1 uM All for different time points. Luciferase activity was
measured using the luciferase assay system (Promega) in a Turner
Biosystems (20/20) luminometer. To determine transfection effi-
ciency, fi-galactosidase activity assay was performed as described
(Sambrook et al., 1989). The luciferase assay results were normal-
ized for f-galactosidase activity.

2.5. Determination of ROS production

The fluorescent marker DHE (dehydroergosterol) was used to
measure ROS production, as previously described (Bindokas
et al., 1996; Orozco-lbarra et al., 2009). DHE enters the cells and
is oxidized mainly by O, (superoxide) to Et (ethidium) in the
cytosol, and then, it is retained within cell nuclei by interacting with
DNA, staining the nuclei with a bright red fluorescence. In order to
block ROS effects, we used two Nox inhibitors: 1 uM DPI
(diphenylene iodonium) and 10 uM APO (apocynin); in addition, we
also used 5 mM NAC (N-acetyl-cysteine, an antioxidant/radical
scavenger). In brief, after activated HSC incubation with All or Nox
inhibitors, fluorescent probe was loaded in DMEM without Phenol
Red during 20 min. Cells were examined under an epifluorescence
microscope (using the fluorescent cubes G-2A (excitation 510 to
560 nm) from Nikon Co. for the Et detection). The intensity of Et
fluorescence was measured in five different fields per well per
condition in three independent experiments using the NIS
elements Imaging software (Nikon Co). Data were normalized as
fold increase of fluorescence relative to control.

2.6. Statistical analysis
Results are expressed as mean+S.E.M. One-way ANOVA

(analysis of variance) was used to calculate statistical significance.
A P value <0.05 was considered to be significant.

3. Results

3.1. All increases mRNA levels of TGF-# isoforms in
rat HSCs

All participates in hepatic fibrosis development probably by up-
regulating profibrotic cytokines such as TGF-f. Interestingly,
because all TGF-f isoforms have been involved in the fibrotic
process, we were interested in studying if All was able to regulate
expression of all TGF-f isoforms in HSCs. We pretreated both
quiescent and activated HSCs with 20 pg/ml CHX for 20 min, then
cells were incubated in the absence (0) or presence of 1 uM All
during the indicated time periods (Figure 1). Total RNA was
isolated, and TGF-f; isoform mRNA levels were evaluated by RPA.
All increased all TGF-f isoforms in activated rat HSCs, although
the effect was higher on TGF-$2 and TGF-3 mRNA levels. TGF-
3 mRNA levels were increased 2.1-fold over basal after All
treatment for 30 min (P<0.05, Figures 1A and 1B), and TGF-p2
mRNA levels gradually increased to reach a peak at 24 h of
treatment (2.4-fold over basal). In contrast, TGF-f1 isoform mRNA
levels were only slightly increased after 30 min of All treatment.
Interestingly, the mRNA levels of all TGF-f isoform were also up-
regulated by All in quiescent HSCs (Figure 1C); TGF-f1 and TGF-
3 mRNA levels were increased 1.6- and 2.4-fold over basal,
respectively, after 30 min of All treatment, while TGF-2 mRNA
levels were increased 2.6-fold over basal after 6 h of All treatment
(Figures 1C and 1D). Data show that All is able to increase the
mRNA levels of all three TGF-f isoforms in both activated and
quiescent HSCs.

3.2. All induces the secretion of active TGF-£ from
HSCs

To examine if All was able to induce the secretion of active TGF-f
from HSCs, serum-deprived activated HSCs were treated in the
absence (control) or presence of 1 uM All for different time
periods: 30 min, 6 h or 24 h; conditioned media was then
recovered from the HSCs culture dishes and used to stimulate
AD293 cells transiently transfected with 3TP-lux reporter gene.
This reporter contains a TGF-p-responsive promoter that drives
the expression of luciferase, and it is a very sensitive assay to
detect the presence of active TGF-§ at a low concentration
(Macias-Silva et al., 1996). Data showed that all conditioned
media, obtained from activated HSCs stimulated with All,
contained active TGF-f, as they were able to induce 3TP-lux
reporter gene expression ~2-fold over control at 30 min (P<0.01)
in AD293 cells (Figure 2A). TGF-f and All treatments were used as
a control, and data showed that TGF-f increased 3TP-lux
expression in a concentration-response manner, the maximal
effect was ~10-fold over basal (P< 0.01), whereas All alone was
unable to induce the gene reporter expression in AD293 cells
(Figure 2B). We estimated that All induced the secretion of ~10
pM TGF-f by comparing the effect of conditioned media with the
concentration-response curve for TGF-f. This demonstrates that
All is able to induce the secretion of active TGF-f from activated
HSCs.
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Figure 1 All increases TGF-/ isoform mRNA levels in rat HSCs

TGF-f1, TGF-$2 and TGF- 33 isoform mRNA levels are increased by All in both activated HSCs (A and B), and in quiescent HSCs (C and D). Serum-deprived
quiescent and activated HSCs were treated with 1 puM All for the indicated time periods. Total RNA was isolated, and mRNA levels were evaluated by RPA
(A and C). Time course analysis for activated HSCs (B) and quiescent HSCs (D) are shown in graphics. TGF-/ isoform mRNA levels were normalized using
L32 mRNA and then compared with the control. Quantitation of mRNA levels by RPA was assessed using EDAS 290. Data are mean +S.E.M., n=3.

*P<0.05 compared with 0 h.

3.3. ERK1/2 and Nox pathways are required by All to
increase mRNA levels of TGF-# isoforms

TGF-p isoforms can be up-regulated by different signalling
pathways including PKC, ERK1/2, p38 MAPK and Smad path-
ways (Bascom et al., 1989; Kim et al., 1989, 1990; O’Reilly et al.,
1992; Roberts, 1998; Lu and Giguere, 2001; Weigert et al., 2002).
Here, we investigated which pathway was used by All to increase
mRNA levels of TGF-f isoforms in activated HSCs. Cells were
pretreated for 30 min with 1 uM BIM (bis-indolylmaleimide, a PKC
inhibitor), 10 pM UO0126 [1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(-
methylthio)butadiene, a MEK1/2 inhibitor] or 10 puM DPI prior to
be stimulated with 1 uM All for 6 h, the optimal time to detect TGF-
f mRNA accumulation (see Figure 2), and then total RNA was
isolated to analyse TGF-f isoform levels by RPA (Figure 3). Data
showed that predominantly TGF-$2 and TGF-$3 mRNA levels
were increased after All treatment, even in the presence of BIM.
Interestingly, the pretreatments with either U0126 or DPI fully
blocked All-dependent induction of TGF-f-isoform mRNA levels
(Figures 3A and 3B). Data showed that All required ERK1/2 and
Nox signalling to increase mRNA levels of TGF-f isoforms but not
PKC activation.

In addition, serum-deprived activated HSCs were pretreated
with DPI (1 pM), APO (10 uM) and NAC (5 mM) 1 h before 1 uM All
treatment. Conditioned media was then recovered from cell
culture dishes and used to stimulate TGF-p-responsive 3TP-lux
reporter gene expression in transiently transfected AD293 cells
(Figure 3C). Data showed that Nox inhibition impairs TGF-f
secretion induced by All in HSCs. TGF-f, All and Nox inhibitor
treatments were used as controls to stimulate 3TP-lux reporter
gene expression in transiently transfected AD293 cells; we
observed that only TGF-f was able to induce 3TP-lux expression
(Figure 3D). Quantitation of luciferase levels was assessed using a
luminometer. Luciferase activity was normalized using f-gal
expression, and it was then compared with the control. Data
showed that All required Nox activation to induce active TGF-f
secretion in HSCs.

3.4. All increased ROS production via Nox in
activated HSC

We tested if ROS production is increased by All and attenuated by
Nox inhibitors in HSCs. Serum-deprived HSCs were pretreated
with DPI (1 uM), APO (10 uM) and NAC (5 mM) 30 min before 1 uM
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Figure 2  All induces the secretion of active TGF- in rat activated HSCs

(A) Serum-deprived activated HSCs were treated with 1 uM All for the indicated time
periods. Conditioned media was then recovered from cell culture dishes and used to
stimulate TGF-f3-responsive 3TP-lux reporter gene expression in transiently transfected
AD293 cells. (B) TGF-$ and All treatments were used as controls to stimulate 3TP-lux
reporter gene expression in transiently transfected AD293 cells. Quantitation of luciferase
levels was assessed using a luminometer. Luciferase activity was normalized using f3-
gal expression, and it was then compared with the control [C] without treatment. Data are
mean +S.E.M., n=12. *P<0.01 compared with 0 h, **P<0.05 compared with 0 h or C.

Figure 3

All treatment. ROS production was assessed 30 min after All
treatment, using a fluorescent marker that is mainly oxidized to Et
by O,"". Fluorescence in the control condition was normalized to 1
unit, and the change in fluorescence was expressed as fold
increase relative to control (Figure 4A). In addition, HO-1 (heme
oxygenase-1) protein expression was used as a marker of
oxidative stress. Serum-deprived HSCs were pretreated with
DPI (1 uM) and APO (10 uM) 1 h before 1 uM All treatment for 12 h,
and HO-1 protein levels were assessed by immunoblotting. We
detected that HO-1 protein levels were increased by All and
attenuated by Nox inhibitors (Figure 4B). Data showed that All
induces O," production and causes oxidative stress in activated
rat HSCs.

3.5. All induces ERK1/2 phosphorylation in both
quiescent and activated HSCs

All can activate both PKC and MAPK signalling pathways in
activated HSCs (Bataller et al., 2000), but particularly, the ERK1/2
activation induced by All seems to participate in cell proliferation

ERK1/2 and Nox pathways are required by All to increase TGF-$2 and TGF-$3 mRNA levels

(A) Serum-deprived activated HSCs were pretreated in the absence or presence of 10 M MEK1/2 inhibitor (U0126), 1 uM PKC inhibitor (BIM) or 10 uM
Nox inhibitor (DPI) and then stimulated with 1 M Al for the indicated time periods. Total RNA was isolated, and the RPA was performed. Densitometry was
assessed using EDAS 290. (B) Graphic of the analysis of TGF-5 isoform mRNA levels with respect to control and normalized with L32 mRNA levels. Data
are mean +S.E.M., n=3. $P<<0.05 compared with control; #P<0.05 and 8P<<0.01 compared with All. (C) Serum-deprived activated HSCs were treated
with DPI (1 uM), APO (10 uM) and NAC (5 mM) 1 h before 1 M All treatment. Conditioned media was then recovered from cell culture dishes and used to
stimulate TGF-3-responsive 3TP-lux reporter gene expression in transiently transfected AD293 cells. Data are mean + S.E.M., n=6. *P<<0.05 compared
with control, **P<0.01 compared with All-treated cells. (D) TGF-/3, All and Nox inhibitor treatments were used as controls to stimulate 3TP-lux reporter
gene expression in transiently transfected AD293 cells. Quantitation of luciferase levels was assessed using a luminometer. Luciferase activity was
normalized using f-gal expression, and it was then compared with the control. Data are mean+ S.E.M., n=3. *P<<0.01 compared with control.
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Figure 4  All induces ROS production via Nox activation in activated rat HSCs
(A) ROS production is increased by All and attenuated by DPI, APO y NAC pretreatment.
Serum-deprived HSCs were treated with DPI (1 uM), APO (10 uM) and NAC (5 mM)
30 min before 1 pM All treatment. ROS production was assessed 30 min after All
treatment. Quantitative data of Et fluorescence is shown. The intensity of Et
fluorescence was measured using an image analyser in five different fields per well per
condition in three independent experiments. Fluorescence in the control condition was
normalized to 1 unit, and the change in fluorescence was expressed as fold increase
relative to control. Data are mean+S.E.M. n=3. *P< 0.01 compared with control,
**P< 0.01 and #P< 0.05 compared with All-treated cells. (B) HO-1 protein levels
were increased by All and attenuated by DPI and APO pretreatment. Serum-deprived
HSCs were treated with DPI (1 pM) or APO (10 uM) 1 h before 1 pM All treatment.
HO-1 protein levels were assessed 12 h after All treatment by immunoblotting, and f3-
actin was used as a loading control.

Figure 5

and collagen type | synthesis (Zhang et al., 2003). We investigated
if All caused activation of different MAPK pathway such as ERK1/
2, p38 and JNK in HSCs. Both quiescent and activated HSCs
were incubated in the absence (0) or presence of 1 uM All for 5,
15, 30 or 60 min, then cells were lysed, and 25 pg of whole-cell
protein extracts were analysed by SDS/PAGE and immunoblotting
using specific anti-phospho-ERK1/2 or anti-ERK1/2 antibodies.
All induced a major activation of ERK1/2 (~6.5-fold over basal)
after 5 min of treatment in activated HSCs, whereas it caused a
smaller activation of ERK1/2 (~3.3-fold over basal) in quiescent
HSCs (Figures 5A and 5B). We observed that All caused
activation of different MAPK pathways, although All induced a
major activation of ERK1/2 in activated HSCs than in quiescent
HSCs. In addition, we observed that All only caused a slight
activation of p38 and no JNK activation (data not shown).

Intriguingly, previous reports indicate that All is unable to
stimulate cell proliferation and calcium signalling in human
quiescent HSCs, suggesting that these cells seems to be
insensitive to All (Bataller et al., 2000). In contrast, our data
demonstrate that quiescent HSCs are responsive to All but to a
lesser extent than activated HSCs, particularly on ERK1/2
activation. In order to test if both quiescent and activated HSCs
express AT1 receptor, we performed RT-PCR using total RNA and
observed that AT1 as well as AT2 receptor mRNA were expressed
in both cell types (data not shown). AT1 mRNA levels were also
similar in both cell types, although it remains possible that rat
quiescent and activated HSCs express different AT1 protein
levels.

3.6. All induces ERK1/2 phosphorylation through AT1
receptor but independently of EGFR (epidermal
growth factor receptor) transactivation

We used two specific antagonists to identify the All receptor
subtype involved in ERK1/2 activation in HSCs: LOS (losartan, an
AT1 receptor antagonist) and PD (PD123177, an AT2 receptor

ERK1/2 phosphorylation induced by All in both quiescent and activated HSCs is time-dependent

(A) Serum-deprived quiescent and activated HSCs were treated with 1 1M All for the indicated time periods. Total protein extracts (25 ng) was separated
by SDS/PAGE, and phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1 and p-ERK2) proteins as well ERK1/2 total protein were detected by immunoblotting using specific
antibodies, and densitometry analysis was performed using EDAS 290. ERK1/2 proteins served as loading control. (B) Comparative analysis of time courses
of ERK1/2 phosphorylation induced by All in both quiescent and activated HSCs is shown in the graphics. Data are mean+S.E.M. n=4. *P<0.01

compared with 0 min.
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antagonist) (Garcia-Sainz and Macias-Silva, 1990). Activated
HSCs were pretreated in the absence (—) or presence (+) of 10
uM LOS or 10 uM PD for 20 min, then with 1 uM All for 5 min. Cells
were lysed, and whole-cell protein extracts were analysed by
SDS/PAGE and immunoblotting using specific anti-ERK1/2 and
anti-phospho-ERK1/2 antibodies. We observed that only LOS
blocked All-induced ERK1/2 activation (Figure 6A). These results
show that the AT1 receptor mediates ERK1/2 activation induced
by All in activated HSCs.

All is able to activate ERK1/2 in many cell lines by different
mechanisms, such as EGFR transactivation, PKC activation or
through calcium-dependent tyrosine kinases (Zou et al., 1996;
Dinh et al., 2001; Andresen et al., 2003; Shah et al., 2004). Thus,
we also studied how All can activate the canonical ERK1/2
pathway. Activated HSCs were pretreated for 20 min in the
absence (—) or presence (+) of different MAPK inhibitors: 10 uM
SB (SB202190) (p38 inhibitor), 10 uM U0126 (MEK1/2 inhibitor) or
10 uM SP (SP600125) (JNK inhibitor), and then cells were
stimulated with 1 uM All for 5 min. Data show that solely U0126
blocked All-induced ERK1/2 phosphorylation (Figure 6B), indi-

Figure 6

cating that the AT1 receptor activates the canonical ERK1/2
activation pathway through MEK1/2. In order to test if any EGFR
transactivation induced by All occurs in activated HSCs, cells
were pretreated with or without 1 uM AG (AG1478), a specific
inhibitor of EGFR kinase, and then cells were incubated in the
absence or presence of 1 uM All or 50 ng/ml EGF (epidermal
growth factor). Pretreatment with AG markedly blocked ERK1/2
activation induced by EGF but did not have any effect on All-induced
ERK1/2 activation (Figure 6C). Thus, ERK1/2 activation induced by
All is independent of EGFR transactivation in activated HSCs.

3.7. PKC and Nox are not implied in ERK1/2
activation induced by All

In some cell types, PKC activated by AT1 receptor is involved in
ERK1/2 activation (Zou et al., 1996; De Gasparo et al., 2000;
Touyz and Berry, 2002; Mehta and Griendling, 2007). In order to
test a PKC role in All-induced ERK1/2 phosphorylation, activated
HSCs were preincubated for 30 min in the absence or presence of
1 uM STA (staurosporine) or 1 uM BIM, and then cells were treated

All induces ERK1/2 phosphorylation through the AT1 receptor but independently of EGFR transactivation

(A, B) Serum-deprived activated HSCs were preincubated 30 min in the absence (—) or presence (+) of All receptor antagonists: 10 uM LOS or 10 uM PD,
before stimulation with 1 M All for 5 min. (C, D) Activated HSCs were incubated in the absence (—) or presence (+) of 10 uM SB, 10 pM UO (U0126) or
10 uM SP (SP600125) for 30 min, then cells were incubated with 1 M All for 5 min. (E, F) Serum-deprived activated HSCs were pretreated with 1 uM AG
for 15 min and then stimulated with 1 uM All or 50 ng/ml EGF for 5 min. Total protein extracts were separated in SDS/PAGE, and phosphorylated ERK1/2
(p-ERK1 and p-ERK2) proteins were detected by immunoblotting using specific antibodies. ERK1/2 proteins served as loading control. Densitometric
analysis was performed using EDAS 290. Graphics on the right panels (B, D and F) show the ratio of phosphorylated ERK1/2 proteins with respect to
control. Data are mean +S.E.M., n=3. *P<0.01 compared with All response (100%), **P<<0.01 compared with EGF.
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with 1 pM All for 5 min. We observed that ERK1/2 activation induced
by All was decreased ~75% with STA pretreatment, whereas no
changes were observed with BIM pretreatment (Figure 7A). Data
exclude a participation of PKC in All-mediated ERK1/2 activation
but suggest a possible role for kinases sensitive to STA.

Interestingly, ROS are also able to induce ERK1/2 phosphor-
ylation in renal mesangial cells as well as in HSCs (Frank et al.,
2000; Bataller et al., 2003b; Gorin et al., 2004; De Minicis and
Brenner, 2007). In order to explore if Nox plays a role in the ERK1/2
activation caused by All, activated HSCs were pretreated in the
absence or presence of 10 uM DPI. Cells were then incubated with
1 uM All for 5 min. Cells were lysed, and protein extracts were
analysed by SDS/PAGE and immunoblotting using specific anti-
ERK1/2 or anti-phospho-ERK1/2 antibodies. We observed that DPI
treatment did not decrease ERK1/2 phosphorylation induced by All
in activated HSCs (Figure 7B). Therefore, All stimulation of ERK1/2
is independent of Nox activation in activated HSCs.

4. Discussion

The molecular mechanisms exerted by All on liver fibrosis are not
fully understood; however, there is evidence that All may perform
its profibrogenic actions by up-regulating some cytokines such as
TGF-p, which is considered one of the most important signals
involved in the process of fibrosis. All increases TGF-# mMRNA
expression, and TGF-f-neutralizing antibodies cause a marked
reduction in All-induced ECM production in cultured mesangial
cells (Weigert et al., 2002). In liver, All is able to induce mainly
TGF-p1 isoform expression in activated HSCs, and AT1A-deficient

Figure 7 PKC and Nox are not implied in ERK1/2 activation induced by All
(A) Activated HSCs were preincubated for 30 min in the absence (—) or presence (+) of
PKC inhibitors 1 uM BIM or 1 pM STA before treatment with 1 pM All for 5 min. (C)
Activated HSCs were preincubated 2 h in the absence (—) or presence (+) of 10 uM DPI
(Nox inhibitor) before All 1 M treatment for 5 min. Total protein extracts were separated
in SDS/PAGE, and phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1 and p-ERK2) proteins were detected
by immunoblotting using specific antibodies. Total ERK1/2 proteins were used as a
loading control. Densitometry analysis was performed using EDAS 290. Graphics (B and
D) represent the ratio of ERK phosphorylated with respect to control. Data are
mean+S.EM., n=3. *P<0.01 compared with All response (100%).

mice showed significantly lower expression of hepatic TGF-/1
than wild-type mice, suggesting that the AT1A receptor may be
involved in the production of TGF-f1 (Kanno et al., 2003).
However, because all TGF-f isoforms have been involved in the
process of fibrosis, we were interested in studying if All was able
to regulate expression of all three TGF-f isoforms in HSCs.

Here, we show that All is also able to increase the mRNA levels
of TGF-$2 and TGF-f3 isoforms in addition to TGF-f1 in both
activated and quiescent HSCs. The fact that All is able to up-
regulate the mRNA of all three TGF-; isoforms in HSCs is notable.
For a long time, TGF-f#1 has been the main isoform studied in liver
fibrosis, whereas a precise role for TGF-2 and TGF-3 has not
been established, although both isoforms appear to have similar
effects to those of TGF-f1 at least in vitro (Yu et al., 2003; Leask
and Abraham, 2004). Moreover, in some organs such as the lung and
kidney, all three TGF-f isoforms separately produce fibrosis and all
together have additive effects regarding matrix production
(Ledbetter et al., 2000; Hill et al., 2001; Yu et al., 2003; Lu et al.,
2005; Fukumura et al., 2006). Because TGF-f; is the key profibro-
genic cytokine in several fibrosis models, it has been proposed that
the blockade of all TGF-f isoforms may yield a major therapeutic
effect to reduce fibrosis (Yu et al., 2003; Yingling et al., 2004; Lu et al.,
2005). Intriguingly, all TGF- isoform mRNAs are overexpressed in
cirrhotic human liver in comparison with liver from normal individuals,
and notably, the most abundant transcript is TGF-3 mRNA (~8-fold
over normal livers) (Baer et al., 1998). Therefore, our observation
that All is able to up-regulate all TGF-f isoforms in HSCs, mainly
TGF-$2 and TGF-f3 isoforms, is significant; however, it remains
to be determined if this occurs in vivo and if this is relevant for
the development of liver fibrosis. Moreover, it is known that non-
parenchymal hepatic cells like Kupffer and endothelial cells, from
either normal or fibrotic liver, are also able to produce all three TGF-f
isoforms, although, thus far, it is unknown if All is able to induce the
TGF-f isoforms in such cells. Surprisingly, we observed that
quiescent HSCs are All responsive but to a lesser extent than
activated HSC, and these data appears to contrast with previous
reports, where it was showed that quiescent HSCs were insensitive
to All (Bataller et al., 2000; Wei et al., 2001).

Mammalian cells express three distinct TGF-f isoforms, each one
encoded by a unique gene located in a different chromosome. All
three genes and the promoter region of each one have been
characterized, and several reports show differential regulation of each
gene. TGF-f1 gene promoter lacks a TATAA box and is the isoform
most acutely regulated in response to stress, injury or inducers of
diseases such as oncogenes and viral transactivators, whereas
TGF-$2 and TGF-$3 isoforms appears mostly regulated by devel-
opmental and hormonal signals, their promoters are more similar to
each other, and each contains a TATAA box as well as several sites
for different transcription factors (Lafyatis et al., 1990; Roberts,
1998). TGF-f isoforms can be up-regulated by different signalling
pathways including PKC, ERK1/2, p38 MAPK and Smad pathways
(Bascom et al., 1989; Kim et al., 1989, 1990; Lu and Giguere, 2001;
O'Reilly et al., 1992; Roberts, 1998; Weigert et al., 2002). All can
regulate TGF-ff gene expression via different pathways; for instance,
previous data showed a role for ERK1/2 in All-induced TGF-§
expression (Hamaguchi et al., 1999; Weigert et al., 2002). All-activated
Nox can also induce TGF-f3 expression in human activated HSCs
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(Bataller et al., 2003b), and several reports showed that All-induced
ERK1/2 activation is abolished in cells treated with DPI (Bataller et al.,
2003b; Gorin et al., 2004; De Minicis and Brenner, 2007). Our data
showed that All required ERK1/2 and Nox signalling to increase
mRNA levels of all TGF-f isoforms but not PKC activation in HSCs.
Interestingly, we observe that All activates ERK1/2 and Nox in
activated HSCs through different pathways, although both pathways
are required to induce TGF-f isoform expression and also to induce
active TGF-f secretion from activated HSCs.

5. Conclusions

All TGF-f isoform mRNA levels are increased by All in activated
HSCs, which also produce active TGF-f protein after All treatment.
TGF-f isoform expression induced by All requires both ERK1/2 and
Nox activation but not PKC participation. This ERK1/2 activation
induced by All occurs via AT1 receptors, but independently of either
PKC and Nox activation or EGFR transactivation. Interestingly, All
has a similar effect on TGF-f expression in quiescent HSCs,
although it has a smaller but significant effect on ERK1/2 activation in
these cells. It would be interesting to investigate how each TGF-pf
isoform expression is regulated and what the role of each isoform
during liver fibrosis is.
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