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ABREVIATURAS

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor
EGF - Epidermal Growth Factor

TGF - Transforming Growth Factor

HPV - Human Papiloma Virus

SDS - Dodecil Sulfato de Sodio

PAGE - Polyacrylamide gel Electrophoresis

TGF - Transforming Growth Factor
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1: INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Esto es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos. El cancer de cuello
uterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio del cérvix y se
manifiesta por medio de lesiones precursoras de lenta y progresiva evolucion. En
la actualidad, el estudio de los mecanismos de activacion en las células ha
ayudado a entender el desarrollo de algunos tipos de cancer. El receptor para el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es uno de los mas estudiados, EIl EGFR
esta relacionado con la diferenciacion celular, la motilidad, y la regulacion de la
proliferacion celular. Nuestro grupo de trabajo demostrd, que el EGFR presente en
las lineas celulares CALO e INBL al ser estimuladas con EGF no se fosforila. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad de cinasa de tirosina
del receptor mediante un ensayo de cinasa in vitro. Con este ensayo se midi6 la
actividad de cinasa del EGFR presente en las lineas celulares CALO e INBL asi
como en las lineas HelLa y CasKi. Las lineas celulares se estimularon con EGF
durante 5 minutos y se midié su actividad. Los resultados del ensayo de cinasa
muestran que el receptor tiene actividad enzimatica, las lineas celulares mostraron
una actividad consistente, principalmente en las lineas celulares HeLa y CALO,
por lo que se concluy6 que el EGFR tiene actividad catalitica in vitro. Es probable
que la actividad catalitica no se detecte en los ensayos de fosforilacion por que el

EGFR es inhibido por una proteina reguladora en el citoplasma.
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2: MARCO TEORICO

El cancer constituye un grupo de enfermedades que han afectado a los seres
humanos desde tiempos ancestrales. Existen registros de cancer de hueso en
momias egipcias del afo 1600 A.C., por ejemplo, el caso mas antiguo de cancer
de mama data del ano 1500 A.C., reportado en manuscritos; incluso, se tiene
registro del tratamiento paliativo que se proporcionaba y de la falta de cura ante la
enfermedad. El nombre de “cancer” lo recibe de Hipdcrates (460-370 a.C.), por la

palabra griega karkinos que significa cangrejo (1).

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Esto es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos vy
bioldgicos) que producen la degeneracion de las células con lo que se originan
lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen
estar localizados al inicio de la enfermedad pero pueden diseminarse a otros
organos (metastasis). El cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo; La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé
que en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes

relacionadas con el cancer (2).

En 2011, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), reporto que de 2007 a
2009 en América Latina, la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de
cancer maligno fue de 110.7 muertes por cada 100 mil habitantes. Las tasas mas
altas en la region se localizan en Uruguay (168.4 por cada 100 mil habitantes),

Cuba (143.3) y Peru (136.6); México tiene la tasa mas baja en Latinoamérica
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(75.4) como resultado de los esfuerzos que se han llevado a cabo en materia de

prevencion, atencion oportuna y sensibilizacion (3).

En México, durante 2011 el total de egresos hospitalarios por tumores, 55.6%
fueron por tumores malignos; en la poblacion infantil y juvenil (menores de 20
afos), la proporcion de egresos hospitalarios por neoplasias malignas en relacion
con los tumores en general es mas alta que en la poblacion adulta (70.6 y 53.2%,

respectivamente) (4).

Cancer de cérvix

El cancer de cuello uterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio
del cérvix y se manifiesta mediante lesiones precursoras de lenta y progresiva
evolucion, las cuales evolucionan a cancer in situ o a cancer invasor en el cual las

células malignas traspasan la membrana basal.

El cancer cervicouterino (CaCu) ocupa el tercer lugar en tasas de incidencia a
nivel mundial, con un estimado de 528,000 nuevos casos en 2012 (tasa de
mortalidad global de 15 por 100,000 mujeres). Mas del 85% de la carga global
ocurre en paises en desarrollo, donde representan 13% de los canceres

femeninos (5).

Cancer de cérvix en México

En el caso de México, durante el periodo de 1976 al 2006, se presentaron 102,544
muertes por CaCu. En la década de los afios 80, el Programa Nacional de

Prevencion y Control de CaCu enfrenté enormes desafios. Las tendencias
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nacionales indicaban un aumento de la mortalidad por CaCu en todas las edades,
menos del 15% de la poblacién femenina elegible habia tenido alguna vez una
citologia vaginal, y la cobertura fue baja en las zonas subdesarrolladas y pobres.
También hubo una ausencia de control epidemiologico y de medidas de control de
calidad para la toma y el diagnostico de las muestras de citologia cervical. A
principios de la década de los afos 90, una evaluacién de la calidad de las
citologias cervicales en México informé que mas del 60% carecia de células
endocervicales, moco y/o células de metaplasia. Ademas, algunos centros de
tamizaje de citologia cervical informaron mas del 50% de resultados falsos

negativos (6).

El cancer cervicouterino (CaCu), es un problema de salud publica, que pese a ser
un modelo de prevencion del cancer, es la segunda causa de cancer mas comun
en México. Constituye el 15 % del total de nuevos casos de cancer y el 12% del
total de muertes de mujeres por cancer en 2012 (4). Desafortunadamente, afecta a
mujeres con desventaja econdmica, social y cultural y por ende, es mucho mas
comun en paises en vias de desarrollo donde ocurre el 85% de los casos, en

contraste, en paises desarrollados ocurre unicamente 3.6% de nuevos casos (7).

Virus del papiloma humano.

Casi todos (99,8%) los casos de cancer de cuello uterino se deben a la infeccién
con virus de papiloma humano (VPH). El enlace entre el CaCu y el VPH fue

demostrado a principios de los afos 80’s por el doctor Harald zur Hausen (9). La
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principal caracteristica del virus del papiloma humano es la produccién de
verrugas genitales o papilomas de este virus. Existen mas de 150 variaciones,
pero solo 15 son responsables de la mayoria de los casos de cancer

cervicouterino, vagina, pene, vulva, ano y orofaringeo (8,9).

Este virus morfolégicamente se divide en tres regiones: la region larga de control,
LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la region que corresponde a las
proteinas tempranas (E1 a E8) y la region que corresponde a las proteinas tardias
(L1 y L2). Estas regiones codifican distintas proteinas para el anclaje y
supervivencia del virus. En la tabla 1 se muestran las proteinas mas importantes y

su funcion.

Tabla 1: Proteinas que intervienen en la replicacion y anclaje del VPH modificado de (9-13)

L1 Anclaje de virus y replicacion viral

L2 Anclaje de virus y replicacion viral

E1 Funcion ATPasa y helicasa

E2 Transcripsion y regulacion de ADN viral amplificacion
viral.

E4 Al unirse a proteinas E2 y E1

E5 Desregulacion de factotes de crecimiento

E6 Degradacion p53

E7 Inhibicion de pRB

E8 Mantiene el estado del epitelio infectado

- ]
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En la figura 1 se puede observar la manera en que el VPH infecta las células y se

duplica, asi como la invasion hacia el exterior mediante células neopléasicas (14).

o
virones de HPV

/-

1T
derramamiento J 4
devirus en :

escamas

Nature Roviews | Cancor

Fligura 1: Replicacion del VPH; a) entran los virones de VPH infectando los queratinocitos
basales y suprabasales; a1) la replicacion virica y expresion de los genes tempranos; a2)
movimientos distales de células infectadas; b) la linealizacion del DNA virico; b1 expresion de
genes tardios y formacion de capside; b2) la integracién viral en el genoma del hospedero para
cargar una produccion descontrolada de oncoproteinas virales y la transformacion del
hospedero; c¢) invasion neoplasica. Modificado de (14)

Proteinas con actividad catalitica de cinasa
Importancia

La familia de proteinas cinasas humanas se compone de mas de 500 miembros

por lo que es una de las familias mas grandes de genes.
Estas enzimas catalizan la siguiente reaccion:

MgATP-1+ Proteina OH — Proteina OPQO3?"+ MgADP + H+
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Con base en la naturaleza del grupo OH fosforilado, estas proteinas se clasifican
como proteinas-cinasas de serina/treonina (385 miembros), proteinas cinasas de
tirosina (90 miembros), y proteinas parecidas a tirosina-cinasa (43 miembros). Por
otro lado, hay 106 pseudogenes proteina cinasa. De las 90 proteinas tirosina

cinasas, 58 son receptoras y 32 son cinasas no receptoras (15).

Las proteinas cinasas juegan un papel regulador predominante en casi todos los
aspectos de la biologia celular. Por ejemplo, regulan la apoptosis, progresion del
ciclo celular, la reorganizaciéon del citoesqueleto, la diferenciacion, el desarrollo, la
respuesta inmune, la funcién del sistema nervioso, y la transcripcién. Por otra
parte, la desregulacion de las proteinas cinasas produce una gran variedad de
enfermedades incluyendo cancer, diabetes, enfermedades autoinmunes,
cardiovasculares, inflamatorias, y trastornos nerviosos. Un considerable esfuerzo
se ha dedicado a determinar las funciones fisiolégicas y patolégicas de los
receptores con actividad de cinasa en las vias de transduccidn de sefales durante

los ultimos 30 afos (16,17).

Las proteinas tirosina-cinasas de la familia HER/ErbB, que incluyen el receptor
para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se encuentran entre las familias
de senalizacion celular mas estudiadas. (18) EI EGFR es una proteina de
membrana de 170 kDa altamente glicosilada, que consiste en una unica cadena

polipeptidica de 1186 aminoacidos (15, 19,20).
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Familia HER estructura y funcion

Familia de receptores EGFR

El analisis de genotecas de cDNAs utilizando una sonda para EGFR llevo a la
identificacion de una familia de proteinas estrictamente relacionadas con el EGFR.
Esta familia consiste de 4 proteinas: EGFR (también conocida como

ErbB1/HER1), ErbB2/HER2/NEU, ErbB3/HER3 y ErbB4/HER4 (22-24).

Los cuatro miembros de la familia de EGFR muestran homologia extracelular,
relacionadas con el EGFR en 44, 36 y 48%, respectivamente; mientras que la
homologia para el dominio de tirosina cinasa es de 82, 59 y 79%. El grado de
homologia en el dominio C-terminal regulador es relativamente bajo, siendo de 33,

24 y 28%, respectivamente (24).

Estructura del receptor

Con base en el analisis de cDNAs y la estructura primaria de aminoacidos de
EGFR, Ulrich et al.1984, plantearon la hipotesis de que el receptor consistia en un
dominio extracelular, un solo segmento transmembrana hidrofébico, y un dominio
intracelular con actividad de cinasa (25). Esta hipotesis ha resistido la prueba del
tiempo y fundamentalmente se aplica a todos los receptores con actividad de
cinasa. La familia ErbB de proteinas cinasas consta de un dominio extracelular
que se divide en cuatro partes: los dominios | y lll, son segmentos ricos en leucina
que participan en la union del ligando, y los dominios Il y IV, que contienen

numerosos residuos de cisteina que participan en la formaciéon de enlaces
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disulfuro. ElI dominio Il participa en la formacién de homo y heterodimeros con
miembros de la familia ErbB. ElI dominio extracelular es seguido por un segmento
transmembranal de 19-25 residuos de aminoacidos y una porcion intracelular de
550 aminoacidos que contiene: 1) un segmento juxtamembrana; 2) un dominio de
cinasa, y 3) una cola carboxilo terminal (Figura 2). Aun cuando los cuatro
miembros de la familia comparten en general la misma estructura, cada uno de
ellos posee en su estructura algunas particularidades muy especificas que son de
suma importancia en la complementariedad de los dimeros asi como la

selectividad en la activacion especifica de las vias de sefalizacion (26,27).

FACTORES DE 1)EGF, 2)BTC,EPR,H 3)Nrgl, Nrg2 4)Nrg3, Nrgd

CRECIMIENTO EPG,AR, B-EGF
TGFa i

; .‘/’_‘___/
| it
DOMINIO
ECTRACELULAR
E HER 1

MEMBRANA
PLASMATICA

HER 4

choose

G )
SEGMENTO L (FZpesTe oy LRSI i)
JUXTAMEMBRANA SOO® ..0.@60‘

COLAC-TERMINAL — 0 0 0 0

Figura 2: Estructura de los miembros de la familia EGFR HER1, HER2, HER3 y HER4 los cuales
tienen similitud en su estructura lo que permite que algunos miembros compartan ligandos con
excepcion de HER 2 la cual no tiene ligando ya que su estructura extracelular es diferente. HER
3 tiene actividad de cinasa reducida en comparaciéon con EGFR.

Ligandos que se unen a los receptores: EGF (factor de crecimiento epidérmico), EPG (epigen),
AR (ampiregulina), TGFa (factor transformante de crecimiento a), BTC (betaceluina), EPR
(epiregulina), HB-EGF (uniéon a heparina factor de crecimiento epidérmico) y las neregulinas
Nrg/Neu.

- ]
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Existen evidencias solidas que demuestran que la formacién de heterodimeros
entre dos diferentes miembros de la familia incrementa la diversidad de
reconocimiento de ligandos (28). La formaciéon de heterodimeros conlleva a un
incremento en la capacidad de reclutar dentro del dominio citoplasmatico, diversas
moléculas asociadas al reconocimiento de fosfotirosinas por medio de proteinas
que presentan dominios SH2 o dominios PTB, incrementando con esto el
repertorio de las vias de senalizacion que pueden ser activadas por un receptor
determinado. Los miembros de la familia de receptores ErbB se expresan en
diferentes tejidos, jugando un papel preponderante en la proliferacion celular y
diferenciacion. Los receptores son activados al unirse a su ligando natural, lo que
lleva a la homo o heterodimerizacion, seguida de una transfosforilacion de algunas
tirosinas, en particular, en el dominio catalitico lo que activa una serie de sefales
en cascada rio abajo mediante el reclutamiento de proteinas-sustrato especificas

en su dominio citosolico (28-30).

Ligandos de EGFR

En la tabla 2 se muestran los ligandos que se unen a cada uno de los receptores
monomeéricos. Estos son: EGF factor de crecimiento epidérmico, EPG epigen, AR
ampiregulina, TGFa factor transformante de crecimiento a, BTC betaceluina,
EPR epiregulina, HB-EGF union a heparina factor de crecimiento epidérmico y las
neregulinas Nrg/Neu. El término neuregulina se refiere al gen neu y es sinénimo
de herregulina. Los siete factores de crecimiento se unen a EGFR / HER1,

ninguno se une a ErbB2 / HER2, Nrg 1-2 se unen a ErbB3 / HERS y siete ligandos

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA CINASA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) EN CELULAS DE CARCINOMA DE CERVIX CALO E INBL Pagina 16
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se unen a ErbB4 / HERA4. (Fig. 2) El receptor ErbB3 / HERS3 tiene actividad cinasa
reducida. Al igual que todos los receptores con actividad tirosina cinasa, las
funciones de la familia ErbB como dimeros u oligdmeros es superior. Hay una
isoforma principal de ErbB1 / HER1, dos isoformas de larga duracion de ErbB2 /
HERZ2 que difieren ligeramente debido al corte y empalme alternativo del ARNm, y
dos isoformas de larga duracion de ErbB3 / HER3, uno de los cuales no tiene los
residuos 1-59. Hay dos versiones diferentes yuxtamembrana extracelular (JMA y
JMB), y hay dos versiones diferentes de la cola carboxilo terminal (CTA y CTB) del
receptor ErbB4 / HER4. Asi, hay cuatro isoformas de larga duracion de proteinas
transmembranal ErbB4 / HER4 que se producen por empalme alternativo del

ARNm: JMaCTa, JMaCTb, JMbCTa y JMbCTb (31).

Los cuatro miembros de la familia ErbB son capaces de formar 28 homo y
heterodimeros. Con los 11 factores de crecimiento en la familia de tipo EGF y 28
posibles dimeros, hay 614 posibles combinaciones de receptores (Tabla 1).
Incluyendo ambas isoformas de larga duraciéon de ErbB2 y ambas isoformas de
ErbB3 aumenta el numero de posibles combinaciones aun mas. No todos los
ligandos se expresan cerca de las células que poseen los receptores de la familia
ErbB de manera que se reduce el numero de posibles combinaciones en una
célula dada, pero todavia apreciable (32). ErbB2 no se puede enlazar a cualquier
factor de crecimiento, de modo que es poco probable la formacién de
homodimeros. Sin embargo, la sobre-expresion de ErbB2 no fisiolégica conduce a

la formacion de un homodimero funcional (33).
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ErbB2 es el compafiero de dimerizacion preferido para todos los otros miembros
de la familia ErbB (34,35), los heterodimeros de ErbB2 con ErbB3 o ErbB 1

exhiben actividad de sefializacién robusta (36).

Todos los ligandos de la familia de receptores ErbB se expresan como proteinas
integrales de membrana (37). Estos precursores de ligandos poseen un
componente extracelular, un segmento transmembrana, y una pequefa porcidn
intracelular. Los precursores del factor de crecimiento se producen en el segmento

extracelular y son liberados por protedlisis por miembros de la familia ADAM (A

disintegrin and metaloproteases) (38).

Dimeros Ligandos Combina-
ciones

ErbrbB1-EB1 EGF, EPG, TGFa,HB-EGF, AR, BTC, EPR 28

ErbB1-ErbB2 “ 7

ErbB1-ErbB3 EGF, EPG, TGFa,HB-EGF, AR, BTC, EPR, Nrg1, Nrg2 14

ErbB1-ErbB4 (ErbB1-ErbB4JMa/CTa | EGF, EPG, TGFa,HB-EGF, AR, BTC, EPR, Nrg1, Nrg2, 49

ErbB1-ErbB4JMa/CTb, ErbB1- Nrg3, Nrg4

ErbB4JMb/CTa, ErbB1-

ErbB4JMb/CTb

ErbB2-ErbB2 No No

ErbB2-ErbB3 Nrg1, Nrg2 2

ErbB3-ErbB3 Nrg1, Nrg2 3

ErbB2-ErbB4JMa/CTa ,ErbB2— BTC, HB-EGF, EPR, Nrg-1, Nrg-2, Nrg-3, Nrg-4 7

ErbB4JMa/CTb, ErbB2—

ErbB4JMb/CTa ErbB2—

ErbB4JMb/CTb.

ErbB3-ErbB4JMa/CTa ,ErbB3— BTC, HB-EGF, EPR, Nrg-1, Nrg-2, Nrg-3, Nrg-4 14

ErbB4JMa/CTb, ErbB3—

ErbB4JMb/CTa, ErbB3—

ErbB4JMb/CTb.

ErbB4JMa/CTa—ErbB4JMa/CTa, BTC, HB-EGF, EPR, Nrg-1, Nrg-2, Nrg-3, Nrg-4 28

ErbB4JMa/CTa—ErbB4JMa/CTb,

ErbB4JMa/CTa—ErbB4JMb/CTa

ErbB4JMa/CTa—ErbB4JMb/CTb

ErbB4JMb/CTa—ErbB4JMa/CTb

- ]
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ErbB4JMb/CTa—ErbB4JMb/CTa
ErbB4JMb/CTa—ErbB4JMb/CTb
ErbB4JMa/CTb—-ErbB4JMa/CTb
ErbB4JMa/CTb—ErbB4JMb/CTb
ErbB4JMb/CTb—ErbB4JMb/CTb

Tabla 2: Ligandos y dimeros que forman las combinaciones de los miembros de la familia EGFR.
Con respecto a su ligando cada dimero que se muestra presenta un numero definido de

combinaciones llegando hasta 614 posibilidades. Modificado (17)

Los dominios de unién a ligando

La union de factores de crecimiento a ErbB 1/ 3/4 promueve la dimerizacién de los
receptores monomericos y aumenta la actividad tirosina cinasa de los dominios

intracelulares de ErbB1 / 2/4 (39).

Los receptores de ErbB1 / 3/4 emplean un mecanismo de dimerizacion mediada
por el receptor. El ligando bivalente, EGF o TGF, hace contacto en dos sitios
distintos en los dominios | y Ill dentro de una molécula receptora individual. La
estructura cristalina de rayos X del segmento extracelular de EGFR revela que el
dominio rico en leucina | se asemeja, al dominio Ill y que el dominio rico en
cisteina Il se asemeja al dominio IV. El dominio Ill de EGFR tiene forma de 3
hélice de seis giros a la derecha en forma de cilindro que se corona en cada
extremo por una a hélice y un enlace disulfuro. EI dominio | tiene una estructura
similar. Los dominios Il y IV, en cambio, forman pliegues extendidos similares a
barras a los que ocurren en laminas nucleares fibrosos que participan en la

formacién de lamina nuclear en el interior de la envoltura nuclear (40-44).
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La unidn al ligando promueve un cambio conformacional grande en el segmento
extracelular que abre los dominios extracelulares de los receptores y elimina un
brazo de dimerizacion B-bucle-horquilla a partir de un enchufe en el dominio V.
Antes de que se una el ligando, el brazo esta completamente enterrado en el
dominio 1V, que estabiliza una conformacién del receptor cerrado o conexion que
restringe su movimiento de modo que la unién del ligando y dimerizacion induce
autoinhibicion. La union del ligando rompe la correa de sujecion intramolecular y
permite que el brazo de dimerizacion se una con el dominio |l de una segunda

molécula de receptor unido al ligando (44).

El EGF humano, es un factor de crecimiento de 53 residuos de amino acidos,
contiene tres enlaces disulfuro que dividen la molécula en tres bucles: el bucle A
(Cys6-Cys20), el bucle B (Cys14-Cys31), y el bucle C (Cys-Cys 42 33). El bucle B
forma una lamina 8 anti paralela de dos hebras. El bucle B interactua con residuos
en el dominio | y el bucle A y C e interactian con residuos en el dominio IllI.
Teniendo en cuenta que la estequiometria del dimero EGFR es 2: 2 (2 EGF:

2EGFR) (45,46).

La estructura de ErbB3 y ErbB4 asemeja a la de ErbB1. ErbB3 y ErbB4 poseen
una estructura anclado y cerrado con un contacto de dominio Il / IV similar a la
observada en ErbB1. En contraste, ErbB2 existe en una conformacion extendida y
abierta y el brazo de dimerizacién esta expuesto y no enterrado. Al no tener
ligando, ErbB 2 esta listo para la dimerizacion con otros miembros de la familia

ErbB (47).
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Cho y Leahy analizaron los residuos en el brazo de dimerizacidon y sus contactos
en el dominio IV de la familia ErbB. ErbB1 / 3/4 contienen Gly 588/582/586 en la
region de contacto de dominio IV mientras que ErbB2 contiene una prolina en la
posicion 612. Ademas, ErbB1 / 3/4 contienen His590 / His584 / Asn588 en la
region de contacto de dominio IV mientras que ErbB2 contiene una fenilalanina en
la posicion 614. Estos cambios pueden ser responsables de la incapacidad del
dominio IV de ErbB2 para aceptar el brazo de dimerizacion para formar la

estructura cerrada y anclada (48).

i
I Tyr270 Phe2s7 --
Pro272 Ala289
Tyr 276 Arg309
Pro 612 L
: —
Phe 614 |
+
o Asn5ES
= . ]
- o Yy
L hes |
@ @, D b
L V. - ®
" - = =

Figura 3 A: Activacion del receptor EGFR al unirse con su ligando y las diferencias de los
miembros de la familia HER 1,3Y 4 con el HER 2, estos difieren entre si por eso el HER 2 no
puede mantener una estructura inactiva.

B) Unién de dimeros las Tyr270, Pro272, Tyr275 en el receptor A interactian con Phe 287, Ala
289, Tyr 299, y Arg309 del receptor B; los contactos reciprocos de receptor B interactian con
el receptor A del homodimero EGFR.

C) Formacién de dimeros en la familia HER
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Para el homodimero EGFR, el cual consiste en una receptor A y un receptor B
Ogiso y colaboradores 2002 mostraron que los residuos Tyr270, Pro272, Tyr275
en el receptor A interactuan con Phe 287, Ala 289, Tyr 299, y Arg309 del receptor
B; los contactos reciprocos de receptor B interactuan con el receptor A del
homodimero EGFR. En consecuencia, es probable que un mecanismo similar que
implica un brazo de dimerizacion es responsable tanto de homo vy

heterodimerizacion de la familia de receptores ErbB (40).

Macdonald-Obermann et al. 2013, analizaron la interaccion de EGFR, ErbB2,
ErbB3 mediante el ensayo de luciferasa. La luciferasa de luciérnaga se puede
dividir en fragmentos amino-terminal y carboxilo terminal, los cuales no muestran
actividad de la enzima sola, pero que forman un complejo funcional de la enzima
cuando se unen. Se fusionan estos fragmentos de la luciferasa a la C-terminal de
los tres receptores y se expresa en forma estable en células CHO. Encontraron
que (NRG-1 beta, que se une a ErbB3), conduce al siguiente orden de unién de
receptor/ estabilidad: ErbB2/ErbB3> EGFR/ErbB3> ErbB3/ErbB3. ElI EGF induce
la formacién de homodimeros de EGFR en la exclusién de la formacion de
heterodimeros EGFR / ErbB3 cuando ambos estan presentes en la célula. EI EGF,
que se une a EGFR, conduce al siguiente orden de union de receptor y la
estabilidad: EGFR/EGFR = EGFR/ErbB2 >> EGFR/ErbB3. Ademas, existe
evidencia de la formacion de pre-dimeros de EGFR/ErbB2, EGFR/ErbB3, y ErB2/
ErbB3 que existen en la membrana plasmatica antes de la adicion del factor de

crecimiento (49).
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Dominio catalitico de cinasa de tirosina

El dominio de cinasa de tirosina presente en la familia de receptores ErbB/EGFR
presenta una estructura bilobulada; los residuos 685-769 comprenden el I6bulo
amino terminal de la cinasa y los residuos 773-953 componen el I6bulo carboxilo
terminal. El I6bulo mas pequefio tiene un arreglo de laminas 8 en anti paralelo, con
regiones ricas en glicina y el asa de union a ATP esta comprendida entre los
residuos 695-700. La estructura del lobulo mayor (carboxilo terminal) es
predominantemente en forma de B-hélice, este I6bulo es el responsable de la
union del péptido o proteina sustrato. Al igual que en otras proteinas cinasas, el
sitio catalitico se encuentra en la hendidura formada por los dos Iébulos; la
secuencia compuesta por Leu-Val-lle (955-957) del I6bulo carboxilo terminal juega
un papel importante en la dimerizacion de receptor independiente de union a
ligando, esta secuencia interactua con el I6bulo mayor del dominio cinasa (50). Se
han detectado doce subdominios con residuos de aminoacidos conservados que
constituyen el “centro” o sitio catalitico de las proteinas cinasas, de ellos, el motivo
compuesto por los aminoacidos Lys/Asp/Asp participa de manera importante en
las propiedades cataliticas del receptor de EGF (51,52). La Lys-721 del EGFR
representa un residuo invariable en la familia de receptores ErbB/EGFR, que
tiende a formar enlaces con los fosfatos 8 y y del ATP, conjuntamente el Asp-813
es la base catalitica que orienta el grupo tirosil del sustrato proteina en un estado
catalitico que posiblemente extraiga un protén de la tirosina facilitando asi el
ataque nucleofilico del atomo del fosforo-y del complejo Mg-ATP. El residuo Asp-

831 es el primer residuo del asa de activacion correspondiendo al I6bulo grande, el
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Asp-831 se une al Mg?* que coordina los grupos fosfatos By y del ATP. Para la
familia de tirosina cinasas ErbB, el sitio de transferencia de grupo fosfato en el asa
catalitica se compone de los residuos HRDLAARN para HER1 (His 811- Asn 818),
para HER2 (His 822- Asn829) y en HER4 (His 816-Asn 823), en contraste para
HERS3/ErbB3, que tiene una secuencia HRNLAARN (813 -820) donde la base
catalitica aspartato se convierte en aspargina (N815) dando como resultado la
nulidad catalitica de la cinasa (53,54). Bajo condiciones fisiologicas el ligando se
une a su receptor formando homodimeros o heterodimeros con el o los receptores
que a su vez permiten la activacion del dominio citoplasmatico y su
correspondiente subregidén con actividad tirosina cinasa. (55,56) La dimerizacién
resulta en una autofosforilacion o una transfosforilacion de los residuos de tirosina
en el segmento C terminal, que sirve como sitios de unién a moléculas de
sefnalizacion que contengan dominios SH2 y PTB. La activacion de los dominios
de unién al ligando en la familia ErbB, induce cambios conformacionales en el
dominio citoplasmatico (30,50, 55). La transferencia del fosfato y del ATP a los
residuos de tirosina blanco incluyen la participacion de varias asas que
comprenden el dominio catalitico de tirosina cinasa y su correcta conformacion,
por ejemplo, para HER2 los residuos 844-850 comprometen el asa de activacion
C-loop, que es crucial para la transferencia de grupo fosfato. La BC-hélice formada
por los residuos 761-775 y el asa de unién a nucledtido o N-loop, los residuos 727-
732, son responsables de la coordinacién ATP vy el sustrato de tirosina blanco (56-
58). El asa de activacién A-loop comprende los residuos 863-884, que regula la

activacion de la cinasa, la cual cambia su conformacién de manera extendida
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sobreponiéndose a la C-loop y permitiendo el acceso del sustrato blanco en el asa

catalitica C-loop (53,55,59).
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Figura 4 A: El sitio catalitico del dominio cinasa de EGFR en la conformacion activa. Leu834 y
L837 son de superficie expuesta y el par de iones Lys721 / Glu738 esta intacta en esta
conformacion.

B) La conformacion inactiva. Leu834 y L837 paquete contra la C hélice a, impidiendo la formacion
del par iénico Lys721 / Glu738. El panel derecho muestra la densidad de electrones en torno a los
residuos 834-838 para el mutante dominio cinasa V924R. Modificado 17

Senalizacion EGFR

Las redes de senalizacion ErbB / HER se componen de varios médulos que estan
interconectados y superpuestos (fig 4). Estos incluyen la fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI3K)/Akt (PKB), las MAPK cinasas, y fosfolipasa Cy (PLCgamma). La via PI3K/
Akt juega un papel importante en la mediacion de la supervivencia celular y la via
Ras/ERK1/2 y PLC gamma participa en la proliferacion celular. Estos y otros
modulos de sefializacion ErbB participan en la angiogénesis, la adhesion celular,

la motilidad celular, el desarrollo, y la organogénesis. (59-61)
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Figura 5: Vias de sefalizacion del EGFR

EGFR en el cancer

La desregulacion de cualquier miembro de la familia EGFR/ErbB se encuentra
asociada a procesos transformantes que pueden llegar a promover el desarrollo
de diversos tipos de cancer. Todos los miembros de la familia EGFR/ErbB tienen
el potencial para estimular la cascada de sefnalizacion Raf-MEK-ERK, ademas de
otras moléculas particulares como la fosfolipasa C que se une a fosfotirosinas en
ErbB1 mediando la formacién de diacilglicerol e inositol 1, 4,5-trifosfato, que son

segundos mensajeros (62). La union especifica de la subunidad reguladora de la
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fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) a fosfotirosinas en los receptores ErbB3 y ErbB4
conlleva a la activacion de la enzima; la activacion del fosfatidilinositol 3-fosfato
activa a su vez a la proteina cinasa B o AKT (58, 63). La importancia de esta
familia de receptores subyace en su capacidad de formacién de dimeros capaces
de activar de manera sustancial la via de las MAPK vy la via de sobrevivencia

PIBK/AKT (62, 63, 51).

La complejidad de la via de sefalizacion de EGFR y su importancia en crecimiento
celular y la sobrevivencia pone de relieve el rol que tienen las alteraciones de
EGFR en el desarrollo y mantenimiento de algunas condiciones patolégicas como
el cancer. El descubrimiento de las perturbaciones en las vias de sefalizacion de
EGFR que pueden contribuir a la transformacién maligna fue reconocida a inicios
de la década de los 80’s en estudios que demostraron que EGFR es el homdlogo
celular del oncogen del virus de eritoblastosis aviar-B v-erbB, que codifica una
proteina trunca, estrechamente relacionada con el receptor para EGF, reteniendo
el dominio transmembranal y el dominio involucrado en la estimulacion de la
proliferacion celular (64). Las anormalidades en las funciones de EGFR estan
asociadas con todas las caracteristicas clave del desarrollo y crecimiento del
cancer incluyendo la proliferacion celular autbnoma, la invasion, la angiogénesis y

el potencial metastasico (65, 66).

Aberraciones en la sefializacion de EGFR pueden iniciarse por varios eventos
tales como el aumento de la produccién de ligandos, aumento de los niveles de

proteina EGFR, mutaciones de EGFR dando lugar a variantes constitutivamente
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activos, deficiencias en la regulacién a la baja de EGFR e intercomunicacién con
sistemas de receptores heterdlogos (Fig. 4) (23). Niveles altos en la expresion de
EGFR son caracteristicas comunes de un fenotipo maligno en algunos tumores
sélidos en humanos (67,68). De hecho, EGFR es ampliamente expresado por
muchos tipos celulares incluyendo linajes epiteliales y mesenquimales, con niveles
usualmente entre 40,000 a 100,000 receptores por célula. En muchos casos los
niveles de receptores en células malignas se encuentra muy elevado, por ejemplo,
se han reportado alrededor de 2 millones de receptores por célula en carcinoma

de mama (68).

La sefalizacién aberrante de EGFR debido a una regulacion defectuosa a la baja
del receptor también se ha relacionado con transformacion celular neoplasica. La
regulacion del EGFR es un mecanismo por el cual la sefializacién se atenua y se

internaliza para la degradacion posterior del receptor activado (69,70).

El dominio citosdlico de EGFR desempefia un papel importante en la atenuacion
de la senal del receptor. La capacidad de este EGFR mutante para escapar a la
regulacion a la baja sugiere que es debido a la falta de c-Cbl vinculante (71). La c-
Cbl es una ubiquitina ligasa que juega un papel central en la regulacion a la baja
de EGFR (72-74). c-Cbl se une especificamente a sitios fosforilados en el dominio
intracelular del EGFR y dirige la degradacion lisosomal del receptor activado por
ubiquitina (75-78). Por lo que, los mutantes de EGFR que carecen de c-Cbl.

provocar sefales mitogénicas mas fuerte que el EGFR de tipo silvestre (78).
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La expresion de EGFR puede dar como resultado el incremento de algunos
mecanismos como la produccion de los ligandos, el incremento en la transcripcidon
del gen EGFR, la amplificacion del gen EGFR y mutaciones que resultan en la
activacion constitutiva de la actividad de tirosina cinasa. EGFR esta expresado
frecuentemente en tumores escamosos de cabeza y cuello, cancer colorrectal,
mama, prostata, vejiga y ovario (79-81). En el caso de cancer de cabeza y cuello,
la expresion de EGFR se observa en al menos el 80% de los tumores, y se
correlaciona con una reduccion en las tasas de supervivencia de los pacientes
(82). Varios estudios han demostrado que la expresion de EGFR se correlaciona
con poca sobrevivencia libre de enfermedad y, en general, mal prondstico,
también hay mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad, en un estadio tumoral
avanzado existe un mayor riesgo de metastasis (83). La gran expresién de los
ligandos del EGFR en combinacion con una mayor expresion del receptor mismo
puede facilitar el desarrollo de una via de crecimiento autdcrino o paracrino que
contribuyen en el desarrollo de la carcinogénesis. De hecho, la co-expresion de
EGFR y TGF se correlaciona tanto con un mal prondstico como con el desarrollo

de varios tipos de canceres humanos (83).

- ]
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Figura 6: La desregulacion de EGFR y puede llevar a una malignizacion. Estos pueden ser 1) sobre-
expresion de la proteina EGFR; 2) Produccién autécrina de ligandos, 3) la heterodimerizacion entre
miembros de la familia EGFR y entrecruzamiento con otras vias de senalizacién; 4) mutaciones activas
de EGFR las cuales pueden dar una senal muy fuerte; 5) falla en la regulacion a la baja del receptor ya
sea por una mutacion activa o por fallas en los sistemas de internalizaciéon como los CBL.

Sin embargo, EGFR también puede inducir de manera independiente la presencia
de los ligandos y este evento, conocido como la transactivacion del receptor, tiene
importantes implicaciones para el desarrollo del cancer. El EGF se produce como
precursor en las membranas y es a menudo cortado por proteasas de la superficie
celular, que generan ligandos solubles. Esta division, conocida como
desprendimiento del ectodominio, se produce por la intervencion de algunas
proteasas como las metaloproteinasas de matriz (MMP) y disintegrinas/

metaloproteasas (ADAM) y parece ser particularmente relevante en la formacién y
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progresion del cancer, ya que probablemente podria sufrir una estimulacién
constitutiva del receptor y sus vias intermedias, al igual que la sefalizacion MAPK

(84, 85, 37, 38).

Algunas de estas proteasas son activadas por otros receptores de superficie
celular llamadas receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), cuya activaciéon
por los agonistas especificos permite la transactivacion de EGFR en células
transformadas. En los tumores primarios de mama, la actividad de EGFR se
correlaciona con niveles elevados de proteasas ADAM67 y en el cancer de
prostata con expresion alterada de GPCRs y sus ligandos que inducen el
desarrollo del cancer. Algunos agonistas de GPCR son capaces de transactivar no
s6lo EGFR, sino también otros receptores ErbB tanto en células normales y
cancerosas. En el cancer de préstata, a menudo se ha mostrado una activacion de
EGFR croénica y la expresion desregulada de GPCRs y sus ligandos se han

relacionado con el desarrollo de tumores (86-89).

La transactivacion de ErbB implica también otras moléculas fisiolégicas, como el
estradiol (E2). De hecho, la liberacion de E2 es estimulada por la activacion de
MMP2 y MMP9 y parece correlacionarse con la liberacion de HB-EGF70; algunos
antiestrogenos como el tamoxifeno, son capaces de transactivar tanto EGFR vy
ErbB2, y un efecto acompafado de una reduccion de la actividad antiproliferativa
del farmaco en células que sobre-expresan ErbB2-en cancer de mama. La
amplificacion del gen que induce sobre-expresion de EGFR es una caracteristica

frecuente en muchos canceres humanos, a menudo acompanados de otras

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA CINASA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) EN CELULAS DE CARCINOMA DE CERVIX CALO E INBL Pagina 31



Bustos Rodriguez José Ricardo sty

reorganizaciones estructurales que causan deleciones en el dominio extracelular
del receptor, la mas frecuente es la variante de tipo Ill del EGFR humano
(EGFRUVIII). A este receptor mutado le faltan los exones 1-7, que codifican para
una parte del brazo de dimerizacidn y se caracteriza porque conduce a la
activacién constitutiva de su dominio TK (tirosina cinasa) y es una alteracion
genética de EGFR frecuente en algunos tipos de cancer, como glioblastomas
malignos. Estos tumores a menudo presentan multiples reordenamientos en el gen

EGFR, tales como mutaciones puntuales y las mutaciones de insercién (90-93).

La expresion de EGFR se correlaciona con un mal prondstico y una peor evolucion
clinica de un gran numero de enfermedades malignas, incluyendo CPNM (cancer
de pulmdén no microcitico), cancer de vejiga, cancer de mama y de cabeza y
cuello. La expresion de EGFR ha sido a menudo evaluada como un factor
pronostico independiente. La revision de 200 estudios que incluyeron mas de
20,000 pacientes, con el objetivo de determinar el valor prondstico de la expresion
de EGFR revel6 el aumento de la reduccién de las tasas de supervivencia de
recurrencia libre o global, y un fuerte valor prondéstico de cancer de colon, en
ovario, vejiga, cancer cervical y del es6fago, asi como moderada en cancer de
colon, en mama, cancer gastrico y los tumores de endometrio, y débiles solo son
para el NSCLC (células de carcinoma de pulmon) (94-95). Ademas, el aumento
del contenido de los receptores a menudo se asocia con un aumento de la
produccion de ligandos especificos de activacion, como el TGF, por las mismas
células tumorales, lo que lleva a la activacion de los receptores a través de una via

de estimulacion autocrina (95,68). Recientemente se ha destacado la importancia

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA CINASA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) EN CELULAS DE CARCINOMA DE CERVIX CALO E INBL Pagina 32



¥

FES
ZARAGOZA

Bustos Rodriguez José Ricardo

de mutaciones y deleciones del dominio cinasa EGFR, en los tumores derivados
de pacientes con CPNM. La secuenciacion del gen de EGFR revel6 una fuerte
correlacion entre la presencia de mutaciones somaticas en el dominio cinasa del
gen y la respuesta a la pequefia molécula EGFR-TKIs (inhibidores de tirosina
cinasa de EGFR), mientras que las mutaciones del dominio extracelular, se
encuentran comunmente en los tumores cerebrales malignos. La activacién de las
mutaciones mas frecuentes identificadas son las deleciones de los aminoacidos
746-750 en el exdn 19, la substitucion de leucina por arginina en el codén 858
(L858R) y leucina por glutamato en el codén 861 (L861Q) en el exén 21, y la
sustitucion de glicina por cisteina en el codon 719 (G719C) en el exdon 1977. Por el
contrario, algunas mutaciones son capaces de inducir resistencia a TKils
(inhibidores de tirosina cinasa) como el cambio de la treonina por metionina, que
son mutaciones puntuales (T790M o T766M) en el exon 20 (96-98). El papel
exacto de las mutaciones de EGFR en la carcinogénesis es un tema interesante
de investigacidén. La mayor parte de estas mutaciones tienen un origen somatico
esto debido a la cantidad de mutaciones que puede tener un tejido con respecto al
demas epitelio como en el cancer de pulmén (99). De hecho, en las células
tumorales con EGFR mutante activan las vias de supervivencia PDK/Akt y STAT
preferentemente, y el tratamiento de estas células con un TKI induce la apoptosis.
Una de las funciones mas interesantes de EGFR en la progresion tumoral es su
participacion en la angiogénesis a través de la regulacion positiva del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y metaloproteinasas (MMP). En las células

de cancer humano, la via del EGFR autdcrina controla parcialmente la produccion
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de varios factores de crecimiento pro-angiogénicos, incluyendo VEGF81 y el factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (100). Una vez activado EGFR
induce una sobre regulacion de VEGF in vitro en células de diferentes canceres,

incluyendo CRC, el cancer de prostata, el glioma humano (101).

En el cancer humano, el equilibrio entre la muerte celular y la supervivencia a
menudo se altera y las células cancerosas son capaces de sobrevivir en
condiciones que normalmente inducen la muerte celular por apoptosis. El EGFR
desempefia un papel relevante en la prevencion de la apoptosis, uno de los
mecanismos del desarrollo del cancer. De hecho, el EGFR es eficaz en el bloqueo
de la apoptosis inducida por receptores de muerte como la familia del receptor de
factor de necrosis tumoral (TNF), que incluyen su receptor (TNFR), FAS, receptor
de muerte 4 (DR4) y 5 (DR5) (102). Los ligandos naturales de estos receptores
son TNF, FAS ligando (FasL) y relacionada con el TNF, el ligando inductor de
apoptosis (TRAIL). EGFR activado también puede afectar la apoptosis mediante la
via de regulacioén, a través de RAS/ERK, la expresién de las proteinas inhibidoras
de la apoptosis (IAP), tales como c-FLIP capaces de inhibir especificamente la
funciéon de la caspasa-8, mediante la reduccion de la inactivaciéon del receptor de
la apoptosis inducida (102-104). La estimulacion de EGFR también es capaz de
afectar la expresién del receptor de muerte y ligando FASL y el camino a través de
la inhibicion del factor de transcripcion Forkhead o receptores de muerte DR-5 y
DR4 a través de la inhibicion de p53. Esto se traduce en reduccién de la
inactivacion del receptor mediada por la apoptosis. Uno de los grupos mas

caracterizados de las proteinas que regulan la apoptosis es la familia Bcl-2, que
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incluye a dos grupos distintos de las proteinas, pro-apoptoticos y los miembros
anti-apoptoéticos, respectivamente. La sefalizacion del EGFR a través de la
estimulacion de NFkB por la via de sefalizacion PI3K/Akt, puede alterar el
equilibrio entre los dos grupos, hasta la regulacion de las moléculas
antiapoptoticas de la familia Bcl-2, tales como Bcl-2, Bel-xL o Mcl- 189. Ademas, la
activaciéon de la transcripcion NFkB parece ser mayor en algunas células
cancerosas (105-108). El punto critico del cruce entre las vias de sefalizacion del
EGFR y la red de apoptosis se estratifica en multiples niveles y finalmente regula e
influye en el potencial apoptético de la célula, lo que representa uno de los
determinantes mas importantes de la supervivencia de las células cancerosas.
Ademas de las perturbaciones en la expresion de EGFR, mutaciones y la
produccion del ligando, las vias de sefalizacion intracelulares posteriores estan
bajo el control de los receptores y son frecuentemente alteradas en las células
tumorales. ElI aumento de la actividad del EGFR y la supervivencia celular
mediada por Akt se han descrito en aproximadamente el 25% de los tumores
sélidos como el de mama y mutaciones en el regulador negativo PTEN en
glioblastomas (109). Finalmente, la activacion de EGFR se correlaciona con la
desregulacion de la activacion constitutiva de las proteinas STAT, que posee
propiedades oncogénicas como la capacidad de prevencién de la apoptosis en
varios tipos de cancer humano (110). Estas alteraciones del EGFR relacionadas
con las vias de sefializacion a menudo se presentan simultaneamente en la célula
cancerosa, asegurando la supervivencia sostenida, metastasis y resistencia a

cualquiera de las terapias convencionales o especificas.

- ]
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Ensayos de cinasa

Al activarse el EGFR por uniéon del ligando éste se dimeriza, se transfosforila y
fosforila a diversas proteinas blanco, por lo que medir la actividad cinasa en
enzimas como esta es importante para determinar la activacion de este tipo de

moléculas.

Tradicionalmente, los ensayos de cinasa se realizan utilizando is6topos radiactivos
y recuento de centelleo para medir la incorporacion de y-P32 en un sustrato. Estos
métodos son relativamente insensibles, ya que no son adecuados para la
deteccion de cambios discretos en la actividad enzimatica, y estan limitados por la
degradacion del péptido inducida por la radiacion y la corta vida media de y-P32.
Ademas, la exposicion a los is6topos radiactivos plantea un riesgo para la salud, y
por lo tanto, el uso de un ensayo de cinasa no radiactivo es preferible. Existen
ensayos de cinasa no radiactivos que visualizan los desplazamientos de la banda
en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida y el uso de anticuerpos
monoclonales que indirectamente se cuantifican. También se puede visualizar
usando analisis de la proteina mediante inmunoblot por inmunofluorescencia.
Tales métodos estan limitados por la disponibilidad de anticuerpos especificos
para los residuos fosforilados bien caracterizados en una proteina de interés,
numerosos pasos de incubacion, y por el tiempo largo cuando multiples sustratos
estan siendo examinados a la vez. Existen otros ensayos que se basan en el
seguimiento de la formacion de ADP, que es directamente proporcional a la

actividad enzimatica fosfotransferasa y se mide fluorométricamente. Estos kits de
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enzima-acoplada proporcionan un ensayo rapido, simple, y homogéneo para medir
las actividades de la cinasa. Es un método no radiactivo para detectar la cantidad
de ADP que se produce a partir de la reaccion enzimatica. Sus caracteristicas de
alta sensibilidad y amplia tolerancia lo convierten en un sistema ideal para la
determinacion de la cinética de cinasa Michaelis-Menten y para la deteccién y la

identificacion de inhibidores de la cinasa (111).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA CINASA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) EN CELULAS DE CARCINOMA DE CERVIX CALO E INBL Pagina 37



Bustos Rodriguez José Ricardo | asasis

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que el cancer cervicouterino sigue siendo un problema de salud publica
en México, es importante entender los mecanismos de sefializacion que se activan
en células de cancer de cérvix, debido a que su desregulacién y amplificacion son

mecanismos comunes en algunos tipos de canceres.

Por tal motivo, lo que busca este proyecto es analizar la actividad catalitica de
EGFR al ser activado con su ligando natural en lineas de cancer cervicouterino
CALO e INBL. Esto debido a que en trabajos previos encontramos que este
receptor estaba presente pero no estaba activo., lo que nos llevo a pensar que el

receptor estaba mutado o no era funcional.

Tal inactivacion no es normal debido a que el EGFR es un receptor
transmembranal que activa vias de sefalizacién relacionados con motilidad,
proliferacion y diferenciacion celular. EIl EGFR al activarse transfosforila residuos
de tirosina (actividad tirosina cinasa) los cuales también pueden interactuar con
proteinas con dominio SH2 y activar cascadas de sefializacién. La sobre-
expresion de los miembros de la familia EGFR se ha relacionado con varios tipos
de cancer como: mama, pulmén y ovario. Por esta razén se han utilizado como
blancos terapéuticos en el tratamiento de este tipo de tumores utilizando

inhibidores de la actividad cinasa y anticuerpos dirigidos contra el receptor.

- ]
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4. ANTECEDENTES

En 2003, Soto Cruz et al., demostraron la presencia de HER2 en lineas de cancer
de cérvix CALO e INBL y su activacion en tirosina para activar cascadas de

senalizacion (112).

En 2007, Soto et al., demostraron que el EGFR estaba presente en células de

cancer de cérvix CALO e INBL, pero no estaba fosforilado (113).

5. JUSTIFICACION

Debido a la alta incidencia de cancer de cérvix en México se han buscado varias
alternativas para su tratamiento. La presencia de EGFR en tumores sélidos es
comun en varios tipos de cancer lo que llevo a pensar que en las lineas de cancer
de cérvix CALO e INBL, el EGFR esta presente y activo. Nuestro grupo de trabajo
demostrd que el EGFR esta presente pero no se encuentra fosforilado, por lo que
planteamos que carece de actividad catalitica debido a una alteracién en el
dominio de cinasa. Ademas, que esta proteina podria funcionar al formar dimeros

con HER2, dando lugar a una transduccién de sefiales mas eficiente.

- ]
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINA CINASA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) EN CELULAS DE CARCINOMA DE CERVIX CALO E INBL Pagina 39



Bustos Rodriguez José Ricardo sty

6. HIPOTESIS

e Se ha demostrado que el EGFR en lineas celulares de cancer de cérvix
CALO e INBL no se encuentra fosforilado, por lo que la actividad catalitica

de cinasa de tirosina del receptor sera nula.

7. OBJETIVO

e Determinar la actividad catalitica de cinasa de tirosina del EGFR en células

de carcinoma de cérvix CALO e INBL.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

o Establecer las condiciones experimentales del ensayo de cinasa in vitro.
e Analizar la fosforilacion en tirosina del EGFR en las células CALO e INBL.

e Determinar la actividad catalitica de cinasa de tirosina del EGFR en células

CALO e INBL.
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9. METODOLOGIA
Cultivo celular

Se cultivaron las lineas celulares de carcinoma de cérvix: CALO (lIB HPV 18),
INBL (IVB HPV18) (114), HelLa (HPV 18), CaSki (HPV 16) y THP-1 (monocitos)
(115), las cuales fueron mantenidas en medios de cultivo RPMI 1640 (Microlab)
adicionado con suero fetal bovino (Gibco) al 10% en una incubadora al 5% de

CO2, 37°C y humedad saturante.
Lisado celular

Se utilizaron 5.5x10® células (ensayo de cinasa in vitro) y 8.0x10° células
(presencia de la proteina) de las lineas celulares CALO, INBL, HelLa, CasKi y
THP-1, las cuales se estimularon con 2ng (1ng/uL) de EGF durante 5 minutos y

células sin estimulo con EGF como control negativo.

Se retird el sobrenadante, se lavdé con PBS frio y después se lisaron las células
con 500 pL de buffer de lisis con inhibidores (leupeptina y pepstatina) despegando
las células mecanicamente y colocando los lisados en tubos eppendorf de 1.5 ml.
Las células se incubaron durante 15 min en hielo y se centrifugaron a una

velocidad de 13000 rpm durante 15 minutos.
Inmunoprecipitacion

Se colocaron 25 pL de esferas de agarosa (Invitrogen) en tubos eppendorff de 1.5
ml y se lavaron 3 veces agregando 150 uL de buffer de lisis en lapsos de 1 minuto

a 13000 rpm. Al terminar los lavados, afiadimos 1 pL del anticuerpo anti-EGFR
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(Santa Cruz Biotechnology) y se incubé por 1 hora en agitacion a 4°C.
Posteriormente, se adiciono el lisado celular y se incubo por 3 horas, a 4°C en
agitacion. Una vez transcurrido el tiempo, las esferas se lavaron y se agregaron

25yl de buffer de Laemmli y se hirvieron por 5 minutos.

Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras se separaron en un gel SDS-PAGE al 10%. Se cargaron 25uL de
las muestras y se corrieron en una camara vertical de electroforesis (ATTO) con

buffer de corrida durante 125 minutos a 90V.

Al concluir la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa en una camara de transferencia semi-humeda (Pharmacia Biotech)
durante 1 hora con buffer de transferencia. Al terminar la transferencia las

membranas se bloquearon toda la noche con albumina al 3% en TBS-Tween.

Inmunoblot

Las membranas se incubaron con los anticuerpos anti-fosfotirosina py99/py20
(1:500 de cada anticuerpo) en albumina al 3% durante 180 minutos. Al terminar se
hicieron 3 lavados con TBS-Tween y 2 lavados con TBS, después se incubd con el
anticuerpo secundario anti-ratdon conjugado con HRP (THERMO) durante 60
minutos. Las membranas se lavaron 5 veces con TBS y 2 con PBS,
posteriormente se agregd 1mL de solucion de quimioluminiscencia (Pierce) y se
incubaron 5 minutos. Se visualizaron las proteinas utilizando peliculas fotograficas

(Kodak).
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Para analizar la presencia de otra proteina en la misma membrana, se eluyeron
los anticuerpos con buffer de elucion durante 1 hora a 80°C. Posteriormente, se
lavé por 15 minutos, seguido por dos lavados de 5 minutos con TBS-Tween, 3
lavados con TBS solo y se bloqued con albumina al 3% toda la noche. Después, la
membrana se incuba con anticuerpos anti-EGFR durante 180 minutos, al terminar
se lavan 3 veces durante 5 minutos con TBS-Tween y 2 veces con TBS solo. Al
concluir los lavados, se incubd el anticuerpo secundario anti-ratén-HRP durante 60
minutos, pasado ese tiempo se lavo la membrana como ya sefalo antes. Se

utilizaron reactivos de quimioluminiscencia para visualizar las proteinas.

Ensayo de cinasa in vitro

Para el ensayo de cinasa in vitro se utilizé el kit comercial Universal Kinase Assay
de la marca Abcam (Cambridge, UK.). El ensayo de cinasa in vitro consta de 3
reactivos que son el ADP assay buffer, el ADP sensor y el sensor buffer, de los
cuales se agregaron 20 yL de ADP assay buffer, 20 yL de ADP sensor y 10 uL de

sensor buffer, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Después de inmunoprecipitar las proteinas con las esferas de agarosa acopladas
al EGFR se lavaron 3 veces con buffer de lisis, 3 veces con PBS frio pH 7 y con
TRIS mas agua (apéndice). Posteriormente, en una placa oscura de fondo claro
(Thermo) se colocaron las esferas y se agregaron los reactivos del kit, ademas de
1 yL de ATP (Sigma Aldrich) y 1uL del substrato para las cinasas (poli Glu- Tyr
Sigma Aldrich). Se incubaron por media hora, transcurrido el tiempo se leyeron las

muestras en un fluorémetro (Fluoroskan Ascent FL de THERMO) con una emision
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540 nm y una excitacion 590 nm. Los resultados se analizaron en graficas de

barras y se hizo un analisis estadistico de t de Student.
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10. RESULTADOS
Presencia del EGFR en las lineas celulares

Para determinar la presencia de la proteina EGFR en las lineas celulares CALO e
INBL se llevd a cabo una inmunoprecipitacion y las proteinas se analizaron
mediante un inmunoblot, utilizando los anticuerpos anti-fosfotirosina y anti-HER1.
Las lineas celulares se estimularon con EGF, durante 5, 10 y 15 minutos, ademas
de un control sin el ligando. Esto con la finalidad de ver si aumentaba la
fosforilacidn en tirosina del receptor. En la figura 7 se observa la presencia de la

proteina EGFR que no esta fosforilada.

A)
S -
EGF + + +

a-pY

a-EGFR

B)
_
_

EGF - + + +

Figura 7: Efecto sobre la fosforilacion de EGFR. El receptor para EGF se fosforila en respuesta a
su ligando EGF en las lineas de cancer de cérvix A) CALO e B) INBL. Las células fueron
estimuladas con EGF durante 5, 10 y 15 minutos, y se lisaron. Las proteinas, se
inmunoprecipitaron, se separaron en un gel SDS-PAGE 10% y se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa. Los revelados se hicieron con anticuerpo anti-fosfotirosina y con el anticuerpo
secundario conjugado con HRP. El revelado se realizé6 mediante quimioluminiscencia. Después
se hizo una elucién acida y se revel6 con los anticuerpos anti-EGFR/HER1 y se detectaron las
proteinas mediante quimioluminiscencia.
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Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado (113), el receptor esta
presente pero no se fosforila en tirosina en respuesta a su ligando natural. Aun en
lapsos de tiempos mas grandes, no pudimos observar un aumento en la

fosforilacion.

Presencia de la proteina y fosforilacion

Al observar la ausencia de fosforilacion en el receptor EGFR presente en las
lineas celulares CALO e INBL, se utilizé como control la linea célular HeLa, que
pertenece al linaje epidérmico de cancer de cérvix HPV 18 y en la cual se ha
reportado la presencia del receptor activo. En la figura 8 se observa la fosforilacion
del receptor EGFR en la linea celular HelLa, pero no se observa fosforilacion del
EGFR en las células CALO e INBL. Ademas, se muestra el radio de fosforilacion
para el receptor en las células HelLa. Se observa la escasa fosforilaciéon en las

lineas celulares CALO e INBL comparada con Hela.

Radico ol e FfosfFforilacion

Figura 8 A): El EGF induce fosforilacion en tirosina en la linea de cancer de cérvix HeLa. Las lineas celulares
CALO, HelLa e INBL fueron estimuladas con EGF durante 5, 10 y 15 minutos. Las células se lisaron y se
separaron en un gel SDS-PAGE 10%, después se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Los revelados
se hicieron con anticuerpos anti-fosfotirosina y el anticuerpo secundario conjugado con HRP. Las proteinas se
visualizaron mediante quimioluminiscencia. Después se hizo una elucién acida y la membrana se incubo con
los anticuerpos anti-EGFR y se detectaron las proteinas mediante quimioluminiscencia.

B) Radio de fosforilacion de las lineas CALO, INBL y HeLa.
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Estandarizacion del ensayo de cinasa in vitro

El ensayo de cinasa in vitro se llevd a cabo de acuerdo a las condiciones
senaladas por el fabricante. Sin embargo, para la reaccion se necesitaban dos
reactivos que son limitantes para el proceso, el sustrato y el ATP. Decidimos usar
como sustrato el péptido poly-Glu-Tyr (Sigma Aldrich), ya que se ha reportado que

funciona bien como sustrato de cinasas, y ATP.

Los reactivos empleados para la reaccién de cinasa in vitro son: ADP assay buffer,

ADP sensor, sensor buffer, sustrato Poly-Glu-Tyr y ATP.

Las concentraciones y el substrato se usaron de acuerdo a lo citado en la
literatura en que se utilizd el kit de cinasa con el Poly-Glu-Tyr como aceptor de
fosfatos. (116-119). Los resultados para los primeros ensayos mostraron valores
muy altos para la reacciéon de cinasa in vitro, por lo que tuvimos que ajustar las

concentraciones de los reactivos para reducir la inespecificidad.

Las lineas celulares empleadas para la estandarizacién del ensayo de cinasa in

vitro fueron: CALO, INBL, HelLa, CasKi, THP-1.

Para estandarizar y medir 6ptimamente la actividad de cinasa del EGFR se usé6 un
control de agua, un control con esferas de agarosa y un control con los reactivos
del kit. El valor obtenido para la mezcla de los reactivos del kit de cinasa in vitro en
el fluorometro, se le resto al resultado final de las absorbancias, esto para
determinar la cantidad de fluorescencia emitida por los reactivos sin las proteinas

y asi asegurarnos que se estaba midiendo la actividad de la enzima.
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Se realizaron varios ensayos para determinar la concentracion oOptima del
substrato Poly-Glu-Tyr y del ATP para optimizar el sistema, ya que los valores
iniciales indicaban que el sistema estaba saturado y no mostraba la actividad

catalitica real.

Con respecto al ATP, usamos distintas concentraciones, diferentes a 1mM que se
recomienda en el kit. Utilizamos 0.1mM, 0.01mM y 0.001mM pero determinamos
que la concentracion optima para en ensayo era 1mM, por lo que ya no se cambio
en el resto de los ensayos. También utilizamos diferentes volumenes para reducir
el volumen total del ensayo. Probamos 1uL, 0.5uL, 0.1uL, sin que hubiera cambio

aparente en el resultado final, por lo utilizamos 1uL.

El tiempo adecuado de incubacién fue de 30 minutos.

Los volumenes determinados como 6ptimos para el ensayo de cinasa in vitro se

muestran en la tabla 3; el tiempo de incubacién fue de 30 minutos.
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Tabla 3: Reactivos del ensayo de cinasa in vitro

Kit de cinasa in vitro ADP assay buffer 20 yL
ADP sensor 20 yL
Sensor buffer 10 L

Poly-Glu-Tyr (Sigma Aldrich) (concentracién inicial 1mg/mL) | 100pug/mL(1uL)

(116-119)
ATP (Sigma Aldrich) (concentracion 1mM) 1uL
Volumen total de la reaccion cinasa (uL) 52uL

En la figura 9 se muestran los resultados del ensayo estandarizado, en el cual se

mide la actividad catalitica de una manera muy eficiente.

En la figura 9, panel A, se muestra la actividad del EGFR en las lineas celulares
CALO, HELA, INBL, CASKI y THP-1. Se puede observar que las lineas celulares
CALO y HELA tienen una mayor actividad enzimatica que las demas lineas,
llegando a duplicar (CALO) o quintuplicar (HELA) su actividad catalitica, al ser
estimuladas con EGF. Es importante sefalar que el EGFR presente en estas
lineas celulares tiene actividad catalitica, incluyendo la linea celular THP-1. Esta
es una linea celular de origen mieloide que aparentemente no expresa EGFR, por
lo que utilizo para comparar con las células de origen epitelial, que si lo presentan.

Sin embargo, los resultados muestran que el EGFR esta presente en las células
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THP-1 y tiene actividad catalitica. Esto concuerda con algunos reportes que

indican que esta linea celular expresa EGFR.

Las proteinas inmunoprecipitadas que se utilizaron en el ensayo de cinasa in vitro
se separaron mediante SDS-PAGE 10% y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Mediante inmunoblot determinamos la presencia del receptor. Esto
se hizo con la finalidad de mostrar la presencia de las proteinas y para determinar

si al ser sometidas al ensayo de cinasa in vitro se fosforilaban.

En el inmunoblot (figura 9, panel B1) observamos que el EGFR presente en todas
las lineas celulares esta fosforilado en tirosina, lo cual implica actividad catalitica
de cinasa de tirosina. Se determiné el radio de fosforilacion (programa Win Image
Studio), las densitometrias muestran que el receptor utilizado en el ensayo de
cinasa tiene actividad catalitica, pero solo en condiciones in vitro (figura 9, panel
B2). El radio de fosforilacién de EGFR para las lineas INBL y HeLa es semejante y
aumenta con el estimulo de EGF. El radio de fosforilacion de EGFR presente en
las lineas CasKi y THP-1 es muy similar, aunque es menor que el resto de las

lineas celulares.
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Ensayo de cinasa con sustrato

il s P

CALO * ‘ INBL ' Hela* CasKi

m control 0,6291 0,3698 0,2861 0,621

EGF | 0,6997 1 06116 0,4618

m control EGF

INBL « Hela

Figura 9 A: Ensayo de cinasa con substrato PolyGluTyr. Las lineas celulares CALO, INBL, HELA, CASKI
THP-1 fueron estimuladas con 2ng de EGF. Se lisaron con buffer de lisis durante 30 minutos, el lisado se
adiciono a las esferas de agarosa con anticuerpo anti- EGFR y se incubaron por 3 horas. Se lavaron 5
veces con buffer de lisis, PBS frio y Tris. Posteriormente se realizé el ensayo de cinasa in vitro; después
de 30 minutos de reaccidon se leyeron las muestras en un fluorémetro a una excitacion de 540nm y una
emision de 590nm.

B:1) Western blot de las lineas celulares CALO, INBL, HELA, CASKI y THP-1, las cuales se utilizaron
después del ensayo de cinasa in vitro. Las lineas celulares fueron estimuladas con EGF durante 5,10 y
15 minutos. Las células se lisaron y se separaron en un gel SDS-PAGE 10%, después se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. Los revelados se hicieron con anticuerpo primario anti-py99, anti-py20
y el anticuerpo secundario conjugado con HRP. El revelado se realizé mediante quimioluminiscencia.
Después se hizo una elucion acida y se revelo con los anticuerpos anti-EGFR /HER1 y se detectaron las

proteinas mediante quimioluminiscencia. B2) Radio de fosforilacion de todas las lineas celulares.
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Ensayo de cinasa in vitro sin sustrato

Para evaluar la capacidad de autofosforilacion del receptor se llevdé a cabo un

ensayo de cinasa in vitro sin substrato Poly-Glu-Tyr.

Los resultados muestran que, aunque baja, se presenta una actividad medible en
todas las lineas celulares. Se puede observar que la actividad catalitica del
receptor aumenta con el estimulo de EGF, y tal como se observd en los ensayos
con substrato, el EGFR muestra una actividad catalitica mas alta en las lineas

HelLa y CALO (Figura 10 A).

Al no haber sustrato presente, la actividad catalitica registrada indica la capacidad
de autofosforilacién del receptor. Esta capacidad de autofosforilacion se observa
en todas las lineas celulares, se observa un aumento en la fosforilacion en tirosina
en las lineas CALO, CasKi y HelLa. En las lineas INBL y THP-1, el EGFR tiene
actividad catalitica y se autofosforila, pero no aumenta en respuesta a la unién del
ligando. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con la prueba t de
Student y se concluyé que los resultados obtenidos para CALO y para HelLa tienen
una diferencia significativa en comparacion con las demas lineas celulares (Figura

10 A).

Al terminar el ensayo de cinasa, las proteinas fueron separadas mediante SDS
PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y posteriormente se
detectaron las proteinas fosforiladas, asi como a la molécula HER 1 sin fosforilar.
Los resultados muestran que, aunque las proteinas estan presentes, no se detecta

la fosforilacion en tirosina en el inmunoblot (figura 10 B). Esta autofosforilacién del
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receptor representa la actividad basal del mismo, es probable que el nivel de
deteccion del inmunoblot sea menor que el del ensayo de cinasa, por lo que no es
posible visualizar a la proteina fosforilada, tal y como se observé en el ensayo de

cinasa con sustrato.

Ensayo de cinasa sin sustrato

= W i

CALO * [ INBI Hela *
0,3135 0,2887 0,1458
0,5043 0,3167 00,5048

W control EGF

a-EGFR

EGF

CALO INBL HelLa CasKi

Figura 10 A: Ensayo de cinasa sin substrato PolyGluTyr. Las lineas celulares CALO, INBL, HELA,
CASKI THP-1 fueron estimuladas con 2ng de EGF. Se lisaron con buffer de lisis durante 30
minutos el lisado se adiciono a las esferas de agarosa adicionadas con anticuerpo anti- EGFR y se
incubaron por 3 horas. Se incubaron y después de varios lavados con buffer de lisis, PBS frio y
Tris. Posteriormente se realizé el cinasa in vitro y después de 30 minutos de reaccién se leyeron
las muestras en un fluorometro a una excitacion de 540nm y una emisién de 590nm.

B: Autofosforilacion de HER1 en las lineas celulares CALO, INBL, HELA, CASKI Y THP-1 las cuales
se utilizaron después del ensayo de cinasa in vitro. Las lineas celulares fueron estimuladas con
EGF durante 5 10 y15 minutos. Las células se lisaron y se separaron en un gel SDS, después se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Los revelados se hicieron con anticuerpo primario
Anti-py99 y Anti-py20 y el Anti mouse y el revelado se realizé mediante quimioluminiscencia.
Después se hizo una elucion acida y se revelo contra los anticuerpos Anti-EGFR y se detectaron
las proteinas mediante quimioluminiscencia.
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11. DISCUSION

Los miembros de la familia EGFR son conocidos por desencadenar varias sefales
rio abajo cuando se unen a un ligando y se dimerizan. Estas senales al
desregularse pueden llevar a la formacion de tumores soélidos (17). Se sabe que
los miembros de esta familia al formar heterodimeros dan una senal mas fuerte y
constante (45,46). EI miembro que forma los dimeros mas fuertes y con
senalizacion mas prolongada es HER2. Los dimeros formados con HER1/HER2 y
HER2/HERS, han sido reportados por nuestro grupo de trabajo (113,119). HER 2
se sobre expresa en varios tipos de tumores sélidos, es mas comun en cancer de
mama, aunque también ha sido encontrado en otros tipos de cancer (124). Por lo
que buscar la asociacion de este receptor con otros receptores de la misma familia
en tumores epiteliales, como el carcinoma de cérvix, ayudaria a encontrar una
manera de contrarrestar la proliferacion descontrolada con el entendimiento de las

vias de sefalizacion activadas por HER1.

Nuestro grupo de trabajo se ha dado a la tarea de investigar la actividad de HER 2
y ha encontrado que esta presente y desencadena diversas vias de senalizacion.
Al estar presente HER 2, analizamos su interaccion con los otros miembros de la
familia ErbB, ya que éste no tiene ligando conocido y necesita la unién a otro
receptor para generar una sefal. Por lo que también se establecio la relacion de
este receptor con EGFR y se demostré que pueden interactuar entre ellos para

formar dimeros. Al parecer forman un heterodimero que puede iniciar una sefial
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amplificada y podria participar en el desarrollo de las células de carcinoma de

cérvix (113).

Al analizar por separado a los receptores, encontramos que el EGFR/HER1 esta
presente pero no esta fosforilado en las células de cancer de cérvix, por lo que
decidimos analizar si la proteina carecia de actividad catalitica de cinasa de

tirosina.

En el presente trabajo reportamos que el EGFR presente en las lineas celulares
CALO e INBL esta activo en condiciones in vitro, y ademas éste presenta una
actividad basal de autofosforilacion demostrada en los ensayos de cinasa in vitro
en los cuales no se utilizé el Poli-Glu-Tyr como substrato. De esta manera,
comprobamos que el receptor presente en las lineas celulares de cancer de cérvix

tiene actividad catalitica.

Debido a que el receptor tiene actividad catalitica in vitro pero no esta fosforilado
cuando se realiza un inmunoblot con proteinas de lisado celular, esto nos lleva a
pensar que el EGFR presente en las lineas celulares CALO e INBL puede estar

regulado de manera negativa por alguna molécula presente en el citoplasma.

En los ensayos de cinasa in vitro se llevd a cabo una inmunoprecipitacién del
receptor EGFR, utilizando anticuerpos especificos, y probablemente con los
lavados intensos se podria estar removiendo la proteina que interactua con el

receptor para inhibir la actividad catalitica de cinasa.

- ]
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Existen reportes de varias moléculas que pueden inhibir la actividad de EGFR
mutado en el dominio catalitico de cinasa (120), las cuales se unen al sitio
catalitico para disminuir la actividad del receptor e inducir endocitosis por via de
las clatrinas. Este es el mecanismo mas comun de inactivacion de este receptor.

(120)

A partir de 2001 se descubrié una nueva familia de proteinas que regulan la
actividad de la familia de EGFR de manera negativa conocidas como MIG6/RALT
(del inglés mitogen gen-inducible/receptor-asociated late transducer, gen 33).
MIG6/RALT inhibe la autofosforilacion de EGFR. La unién de MIG6-EGFR
obstruye fisicamente la formacion del dimero asimétrico EGFR y suprime la
actividad de HER1/HER2 mediante la estabilizacion de una conformacion inactiva
del receptor (120,121, 122). La inhibicion esta mediada por la parte C-terminal de
MIG6, la cual se une al dominio citoplasmatico de EGFR mediante un péptido de
25 residuos que se une al receptor (123-126). Por si solo, este segmento es
capaz de inhibir la formaciéon de un dimero asimétrico. La valina en el I6bulo C,
participa en la union de MIG6 y el dominio catalitico (124). También se ha
demostrado la inhibicién de la autofosforilacion de EGFR mediada por la unién al
ligando EGF, mediante la co-expresion del péptido nombrado MIG6 region 1. Este
es un fragmento que produjo Zhan et al.,, y el cual presentaba por si solo,
caracteristicas de inhibicion, pero no lo suficientemente fuertes como para inhibir
cualquier cinasa mutada sobre-expresada, (125) por lo que al preparar segmentos
mas largos del mismo, pudieron inhibir incluso, mutantes altamente activos (125).

Una caracteristica interesante de MIG6, es que se une con mayor afinidad al
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EGFR activado que al receptor que no tenga ligando (122, 124, 127). Esto sugiere
que MIG6 podria estar presente en el citoplasma e inhibir la autofosforilacion del
EGFR en las lineas celulares de cancer de cérvix CALO e INBL. Esto explicaria
que se detecte la presencia de la proteina, pero no se detecta la fosforilacion de la
misma, aunque si tiene actividad catalitica in vitro, como se demuestra en este
trabajo. Si el MIG6 esta presente e inhibe el dimero HER1/HER 2 podria indicar
que estas lineas celulares tienen otro dimero o heterodimero funcional, como se
demostrd en el trabajo de Zerecero Carredn, en el cual se reporta la presencia de

dimeros funcionales de HER2/ HER3 mediante microscopia confocal (119).

Esto se ve apoyado por el hecho que el EGFR presente en la linea celular HelLa si
esta fosforilado en tirosina. Ademas, el EGFR tiene mayor actividad catalitica que

el EGFR de las otras lineas celulares en condiciones in vitro.

Esto puede deberse a que la linea celular HelLa tiene caracteristicas diferentes y
probablemente no se encuentra presente o0 no esta activa la molécula inhibidora
MIG6. Por tanto, puede interactuar rio abajo con alguna proteina que supla la
actividad del receptor, desencadenando cascadas de sefalizacion de proliferacion.
Por lo que analizar la regulacion de los receptores de la familia ErbB seria
importante debido a la participacion que éstas tienen en el desarrollo de diferentes

tipos de cancer.

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que las lineas celulares CALO e INBL son
muy diferentes, ya que presentan mutaciones en los exones 19 y 21 del dominio

catalitico de cinasa (128), tanto en HER1 como HER2 asi como la actividad
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catalitica de cinasa mostrada en el presente trabajo. Esto se debe, en gran
medida, al grado de transformacion de las células, ya que provienen de diferentes
estadios tumorales (113), por lo que es importante analizar las diferencias en las
vias de senalizacion activadas por los receptores de la familia ErbB para entender

la participacién de cada uno de ellos en el desarrollo del cancer de cérvix.

- ]
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12. CONCLUSIONES

e EI EGFR presente en las lineas de carcinoma de cérvix CALO e INBL

presenta actividad catalitica.

e EI EGFR tiene actividad de cinasa de tirosina, ya que presenta

autofosforilacion.

e La actividad catalitica del EGFR presente en las lineas celulares CALO y

HelLa es mayor que la del EGFR presente en la linea INBL.

e ElI EGFR no presenta alteraciones en el dominio catalitico de cinasa de

tirosina.

- ]
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13. PERSPECTIVAS

1. Buscar mutaciones en los dominios intracelular y el dominio de unién al
ligando.

2. Buscar mutaciones comunes en el receptor como el exén 19y 21.

3. Buscar miembros inhibidores de la familia RALT/MIG6 que estén unidos al
dominio intracelular del receptor.

4. ldentificar miembros de la familia RALT/MIG6.
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14. APENDICE

1) VersenolL (pH 7.7):
e 0.2grde EDTA
o 3.04qr
e Tris 8 gr NaCl

e 4 grKCI

2) Buffer de lisis, volumen 50 mL con un inicial de 20 mL de agua:

Triton 500 pL

e PMSF 500 pL (0.1M)

e Ortovanadato de sodio (.1M) 50 pL
e EDTA (.5M) 100 pL

e Cloruro de sodio (5M) 1.5 mL

e Fluoruro de sodio (.5M) 3 mL

e Pirofosfato de sodio (1M) 1 mL

Tris (1M) pH 7.5 500 pL

3) Buffer de elucién 500 mi:

e SDS25¢r

e Glicina 3.75 gr

4) Buffer de corrida 5X 500 mL:

e SDS5¢r
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e Glicina72gr

o Tris15gr

5) PBS 1L pH (7.2- 7.4)

NaCl 8 gr

KCI 0.2 gr

Na2HPOs 0.4 gr

KH2PO3 2.88 gr

6) TBSy TBS TWEEN 1L

e Tris 1M (pH7.5) 20 mL

e NaCl 5M 30 mL ajustar a 1L

7) TBS TWEEN 500 mL de TBS + 50 yL de TWEEN

8) Buffer de Laemli 10 ml

Tris 1 molar pH 6.8 3.125 mL

SDS 1 gr

Azul de bromofenol 0.005 gr

Glicerol 5 mL

9) Buffer de transferencia

e Tris3.02 gr

e Glicina 14.4 gr
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e Ajustar a 700mL, ajustar pH a 8.3completar a 800mL y adicionar 200mL de

etanol

10) RPMI 1 L pH (6.9-7.0)

e RPMI 1640 10.34 gr
e 3.74 gr de bicarbonato de sodio suplementado con antibidticos (penicilina,

estreptomicina y anfotericina B)

11) Gel separador

e 3.3mL de acrilamida

1.25mL de Tris 8.8

e 100 uL de SDS 10%
e 500 pL de persulfato de amonio 15%
e 4.8 mL de agua destilada

e 15puL de TEMED

12) Gel concentrador

e .625 mL de acrilamida

1.25mL de Tris pH 6.8

50 uL de SDS 10%

250 pL de persulfato de amonio 15%

2.8 mL de agua destilada
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e 7.5uL de TEMED

- 0000000000000}
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