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Introducciéon

La fibrosis es un proceso comun a numerosas patologias que se desarrolla durante
varios afios y que puede desembocar en el fallo del 6rgano afectado y en la muerte si no se trata
a tiempo. La cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar, artritis reumatoide, fibrosarcomas, esclerosar-
comas, pancreatitis cronica, aterosclerosis de los vasos e insuficiencia renal cronica son algunos
ejemplos de enfermedades en las que los procesos fibréticos son muy importantes. La patogéne-
sis de la fibrosis renal es un proceso progresivo que desemboca en la dltima etapa del fallo renal,

una enfermedad muy grave que requiere dialisis 6 transplante renal.

La fibrosis se puede definir como una cicatrizaciéon defectuosa con una gran acumulacion
de matriz extracelular (MEC), producida por un aumento en su produccién y deposicioén y por
un déficit en su degradacion. Cuando se produce una herida, se activa el mecanismo de repara-
cién necesario para la formacion de nuevo tejido conectivo que la repare (figura 1). Durante este
proceso, células del propio tejido y fibroblastos procedentes de diferentes lugares, son capaces
de proliferar y migrar hacia la herida y activarse en un proceso que se denomina transicion epite-
lio-mesenquima. Una vez alli, los fibroblastos especializados o miofibroblastos producen una
mayor cantidad de proteinas de MEC generando una cicatriz. Tan importante es la cicatrizacion
de la herida como la eliminacién de esta cicatriz cuando la herida esta reparada (remodelado), ya
que si no se produce correctamente se desarrolla la fibrosis. Debe existir un balance entre la sin-
tesis y la degradacion de la MEC para la correcta reparacion del tejido, y por ello existe una re-

gulacion precisa de todo el proceso mediante citocinas y factores de crecimiento profibroéticos
como el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) y antifibréticos como el factor de

necrosis tumoral oo (TNF-a). Un desequilibrio en la proliferacién, migracién y acumulacion de

MEC desemboca en una cicatrizacion incorrecta, que si se mantiene da lugar a la fibrosis (Wynn,

2008).

Los fibroblastos son las principales células productoras de MEC, aunque dependiendo del
tejido podemos encontrar otros tipos celulares residentes, como por ejemplo los osteoblastos en
el tejido 6seo y los condrocitos en el tejido cartilaginoso, con gran capacidad de secrecion de
matriz. Las agresiones a los tejidos inducen la liberacién de citocinas y factores de crecimiento
que promueven la diferenciaciéon en células de tipo miofibroblasto y en ocasiones, todo este
proceso se ve acompanado de un aumento en la proliferacién celular. Los fibroblastos producen
grandes cantidades de MEC y de esta forma, inducen la sustituciéon de los componentes habitua-

les del tejido por material fibroso.
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Figura 1. Etapas del proceso de cicatrizacion de una herida: (1) Inflamacién:
agregacion plaquetaria seguida de la infiltracién leucocitaria. Secrecién de  citocinas y
factores de crecimiento que reclutan células como fibroblastos procedentes del propio
tejido y de la medula ésea o de la transicion epitelio-mesenquima (TEM). (2) Acumulacién
de MEC: sintesis, remodelado y deposicién de nueva MEC. (3) Remodelado: degradacion
de la MEC para devolver la estructura natural del tejido una vez reparado. Si este proceso
se descompensa se produce la fibrosis.

El conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan la deposicion y degradacion
de la MEC en condiciones fisiologicas y fisiopatologicas puede ser de gran utilidad para disefiar
estrategias preventivas y para reducir la progresion de estos procesos patologicos que cursan con
fibrosis. En nuestro laboratorio hemos descrito la activacion de la ruta de la GTPasa Ras en un
modelo de fibrosis tubulo- intersticial en ratén inducida mediante obstruccion ureteral unilateral
(Rodriguez-Pena y cols., 2005). Ademas, hemos demostrado que los fibroblastos dobles knock-
out (KO) de N y H-Ras presentan una mayor acumulacién de MEC y una menor proliferacion
en respuesta a TGF-B1 (Martinez-Salgado y cols., 2006). Con estos precedentes, en el presente
trabajo hemos abordado el estudio del papel individual de las isoformas H-Ras y N-Ras sobre la
producciéon de MEC, la proliferacién y la capacidad de migracion, todos ellos mecanismos im-

plicados en la fibrosis. Para ello hemos empleado fibroblastos KO para las isoformas H- y N-

Ras.
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LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) es un entramado de moléculas, proteinas y carbohidratos
que se disponen en el espacio intercelular y que son sintetizadas y secretadas por las propias cé-
lulas. En un principio se crefa que la MEC de vertebrados era una estructura inerte que servia de
soporte a las células y daba consistencia a los tejidos. Ahora, sabemos que la MEC es muy activa
y con un papel muy complejo que puede regular el comportamiento de las células que contactan
con ella y que influye en la supervivencia, desarrollo, migracién, proliferacion, forma de la célula

y su funcién (Alberts, 2002).

La MEC tiene multiples funciones: aporta propiedades mecanicas a los tejidos (tanto en
animales como en vegetales), mantiene la forma celular, permite la comunicacion intercelular y
la adhesion de las células para formar tejidos, forma vias por las que se mueven las células, mo-
dula la diferenciaciéon celular y la fisiologia celular, secuestra factores de crecimiento, etc

(Alberts, 2002).

1. Composicion de la MEC

La cantidad, la composicion y la disposicion de la matriz extracelular varfan para adaptarse

a los requerimientos funcionales de cada tejido en particular.

Las principales macromoléculas que componen la matriz extracelular son: colageno, elas-
tina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas (figura 2). Es la cantidad, la pro-
porcion y el tipo de cada una de estas macromoléculas lo que distingue a unas matrices extrace-
lulares de otras (Alberts, 2002). La composicion de la MEC varfa en funcién del tipo celular que
la genera. Por ejemplo, la MEC sintetizada por los fibroblastos activos esta fundamentalmente
formada por colageno tipo I, fibronectina, condroitin y dermatan sulfato, pero si los fibroblastos

estan quiescentes el colageno es de tipo V y VL.
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Matriz extracelular
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Figura 2. Componentes de la MEC.

A. Proteinas

Las proteinas estructurales de la MEC son principalmente la elastina y el colageno.

¢ Fibras elasticas

La elastina es el principal componente de las fibras elasticas y parece ser exclusiva de

vertebrados, puesto que no se ha encontrado en invertebrados; posee una larga cadena de ami-

noacidos en la que hay numerosas secuencias con aminoacidos hidréfobos, separadas por otras

secuencias que contienen parejas de glicinas y otros aminoacidos pequefios como lisina. Esta

composicién de aminoacidos es la que le confiere las propiedades elasticas, puesto que los ami-

noacidos hidréfobos permiten la disposicién en estructuras enrolladas vy la lisina facilita la for-

macion de hélices donde se enlazan dos moléculas de elastina proximas (Kielty, 2000).

Las fibras elasticas son agregados insolubles de proteinas que tienen la capacidad de esti-

rarse en respuesta a las tensiones mecanicas y de contraerse para recuperar su longitud inicial en

reposo. Se encuentran sobre todo en la dermis, en las paredes de las arterias, en el cartilago elas-

tico y en el tejido conectivo de los pulmones. Ademas de la elastina, que representa el 90 % de

las proteinas totales, las fibras elasticas estain formadas por microfibrillas de fibrilina y por otras

glicoproteinas y proteoglicanos en menor proporcion. Las funciones de las fibras elasticas son

aportar sostén a los tejidos o regular la actividad de los factores de crecimiento (Kielty, 2000).
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¢ Colagenos

Los colagenos son los componentes mayoritarios de la MEC y pueden representar del 25
al 30 % de todas las proteinas corporales. En los vertebrados hay mas de 40 genes que sintetizan
unas cadenas de aminoacidos denominadas cadenas @, las cuales se asocian de tres en tres para
formar hasta 28 tipos de moléculas de colageno diferentes (Myllyharju y Kivirikko, 2004). Las
cadenas o contienen secuencias repetidas glicina-X-Y, donde X e Y son dos aminoacidos cual-
quiera, en general prolina o lisina. Las caracteristicas de los colagenos también se deben a modi-
ficaciones postranscripcionales, como por ejemplo la hidroxilacién de prolina que se encuentra

en posicion Y (Ezer y cols., 1999).

La organizacién de las moléculas de colageno en estructuras macromoleculares tridimen-
sionales es variada. Dependiendo de su organizacién y su funcién los colagenos se pueden clasi-

ficar en varios tipos:

e Coldgenos que forman fibras : son los mas abundantes. El colageno se sintetiza en
el interior celular en forma de procolageno, formado por 3 subunidades o inmaduras,
que posteriormente es exocitado. Tras la liberacion sufre una modificaciéon enzimatica
que elimina unas secuencias terminales de cada cadena a., transformando el procola-
geno en colageno. Tras ello las moléculas de colageno se ensamblan automaticamente
para formar fibrillas de colageno, que a su vez se unen para formar fibras de colageno
(Kadler y cols., 1996). El mas frecuente es el tipo I, que abunda en huesos, cartilago y

piel, y que representa el 90 % de todo el colageno del organismo.

o Coldgenos que forman mallas : se encuentran rodeando los 6rganos o formando la
base de los epitelios. Uno de los mas abundantes es el colageno tipo 1V, que abunda

en la lamina basal, localizada entre el epitelio y el tejido conectivo (Than y cols., 2002)

o Coldgenos que establecen conexiones : forman puentes de union entre moléculas
de la matriz extracelular y el colageno fibrilar o el colageno que forma mallas. Por
ejemplo, el colageno tipo IX forma uniones entre los glicosaminoglicanos y las fibras

de colageno tipo II (Wu y cols., 1992).

e Coligenos con dominios transmembrana : poseen secuencias de aminoacidos
hidrofébicos que pueden internarse en la membrana plasmatica. Por ejemplo, el cola-

geno tipo XVII forma parte de la estructura de los hemidesmosomas (Maertens y
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cols., 2007).

Debido a su estructura, la funcién principal de estas proteinas es proporcionar a los teji-
dos resistencia a la distension, pero ademas estan implicados en procesos de adhesion y migra-
cion celular, cancer, angiogénesis, morfogénesis y reparacion tisular. También estan localizados
en la membrana basal, como por ejemplo en el glomérulo renal, donde es importante para la
filtracion (Saarela y cols., 1998; Timpl y Aumailley, 1989). Actualmente, la identificacion de cola-
genos transmembrana que son precursores de péptidos bioactivos con funciones paracrinas es

una nueva fuente de estudio (Kadler y cols., 2007).

El colageno es sintetizado mayoritariamente por fibroblastos, miofibroblastos, osteoblas-
tos y condrocitos. Algunos tipos de colagenos, como el colageno IV de las membranas basales,
también son sintetizados por células sobre las que se encuentran depositados, como son las epi-
teliales, endoteliales y mesoteliales (Brown y Timpl, 1995; Kadler y cols., 2007; Shaw y Olsen,
1991; van der Rest y Garrone, 1991).

B. Glicosaminoglicanos

Son polimeros no ramificados de azucares que pueden formar cadenas muy largas. Estan
formados por repeticiones de parejas de azucares donde uno de ellos tiene un grupo amino (N-
acetilgalactosamina o N-acetilglucosamina) y el otro es normalmente la galactosa o el acido glu-
curénico. Hstos azucares poseen grupos carboxilo (COO-) y grupos sulfato (SOs-), cuyas cargas
negativas permiten una fuerte y abundante asociaciéon con moléculas de agua, hidratando asf a la
MEC. Los glicosaminoglicanos son poco flexibles por lo que ocupan un gran volumen y gracias
a su fuerte hidrataciéon hacen que la MEC se comporte como un gel. Esta propiedad de los gli-
cosaminoglicanos capacita a la matriz para resistir a las fuerzas de compresion, de manera que
constituyen un soporte mecanico para los tejidos y al mismo tiempo facilitan la difusién de mo-
léculas hidrosolubles y la migracion celular. Los tipos mas comunes de glicosaminoglicanos son
el acido hialurénico y los glicosaminoglicanos sulfatados: condroitin sulfato, dermatan sulfato,

queratan sulfato y heparan sulfato (Gandhi y Mancera, 2008).

C. Glicoconjugados

¢ Proteoglicanos

Son moléculas compuestas por la unién covalente entre una cadena de aminoacidos y uno

o varios glicosaminoglicanos sulfatados. L.os proteoglicanos son sintetizados en el interior celu-
g g g
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lar, y la mayoria son exocitados al espacio intercelular, pero algunos pueden localizarse en la
membrana plasmatica gracias a que su parte proteica contiene secuencias de aminoacidos hidro-

fobos que se insertan entre las cadenas de acidos grasos de la membrana (Ruoslahti, 1988).

Los proteoglicanos se diferencian sobre todo en la secuencia y en la longitud de la cadena
de aminoacidos (desde 100 a 4000 aminoacidos). También se diferencian en el nimero y en el
tipo de moléculas de glicosaminoglicanos que tienen unidos, variando desde la decorina que tie-

ne una sola molécula hasta el agrecano que contiene mas de 200 (Hardingham y Fosang, 1992).

La funcién de los proteoglicanos es la misma que tienen sus moléculas de glicosaminogli-
canos: hidratacion, resistencia a presiones mecanicas, lubricantes, afectan la diferenciacion, la
movilidad y la fisiologfa celular, etc (Kresse y Schonherr, 2001; Tumova y cols., 2000). Su accién
mecanica es esencial en los cartilagos y en las articulaciones, pero ademas son puntos de anclaje
de las células a la MEC que le rodea, bien por su accién directa por ser moléculas integrales de la
membrana plasmatica, bien porque forman uniones con fosfolipidos de la membrana o bien
porque son reconocidos por moléculas de adhesion presentes en las membranas plasmaticas

(Iozzo, 2001).

Los proteoglicanos y los glicosaminoglicanos forman grandes polimeros que se asocian
con protefnas fibrosas como el colageno y con redes proteicas como la lamina basal creando
estructuras muy complejas. En principio los proteoglicanos son muy heterogéneos y es dificil
agruparlos, aunque pueden dividirse en varias subfamilias atendiendo a la homologfa del nicleo
proteico (Iozzo y Murdoch, 1996). La mayoria de las funciones de los proteoglicanos se deben a
las cadenas de glicosaminoglicanos, gracias a las cuales pueden formar geles de tamafio de poro
y densidad de carga variables, de forma que pueden actuar seleccionando el trafico de moléculas

y de células. Ademas, algunos proteoglicanos unen moléculas de sefializacioén extracelular. Un
claro ejemplo lo constituyen la decotina y el biglicano, que se unen a TGF-§ impidiendo la

unién a sus receptores celulares (Yamaguchi y cols., 1990).
¢ Glicoproteinas

Son moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios hidratos de carbono,
simples o compuestos. A este grupo pertenece la fibronectina, tenascina, laminina y otras glico-
proteinas de adhesion presentes en la matriz extracelular como el fibrindgeno, que une recepto-
res de superficie de las plaquetas y permite la coagulaciéon sanguinea, la osteopondina presente

en el hueso o el rifién, etc.
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La fibronectina estd compuesta por dos subunidades polipeptidicas muy largas unidas
mediante dos enlaces disulfuro cerca del extremo carboxilo terminal. Esta glicoproteina tiene un
papel importante en la adhesion de las células a la matriz; posee varios dominios de union a
otras proteinas de la MEC y a receptores de la superficie celular. En su estructura se ha identifi-
cado el dominio RGD (arginina-glicina-acido aspartico), una secuencia tripeptidica especifica
que interviene en la unién de proteinas de la MEC con receptores de membrana como las inte-
grinas (Dickinson y cols., 1994; Hynes, 1986; Main y cols., 1992). Las moléculas de fibronectina
pueden aparecer formando fibras insolubles como en los tejidos conectivos o solubles como en
el plasma. Tienen un papel muy importante durante el desarrollo embrionario creando vias por

las que pueden migrar las células de un lugar a otro del embrién.

Las tenascinas son una familia de proteinas de gran tamafio que aparecen en tejidos em-
brionarios, en heridas y en tumores. Son capaces de unirse a integrinas, a proteoglicanos y a re-

ceptores del tipo de las inmunoglobulinas.

La laminina es la glicoproteina mas tipica y abundante de las membranas basales. Esta
formada por tres cadenas polipeptidicas largas dispuestas en forma de cruz. Su estructura pre-
senta dominios de unién a otras proteinas de la MEC como colageno IV y entactina, y a recep-
tores de la superficie celular. La laminina junto con el colageno tipo IV, nidogen y petlacano es

uno de los principales componentes de la membrana basal (Aumailley y Krieg, 1996).

2. Tipos de MEC

Los tipos de MEC se diferencian segun la cantidad y el tipo de moléculas que la compo-
nen (tabla 1). En general, los principales tipos de MEC son la lamina basal y la MEC del tejido
conectivo, del cartilago y del hueso. Ademas, algunos autores consideran el suero sanguineo co-

mo una MEC tremendamente especializada.

3. Interacciones de la MEC

Las interacciones entre las células y la MEC estan mediadas principalmente por integrinas,
aunque, como hemos descrito anteriormente, algunos proteoglicanos también pueden realizar

esta funcion.

Las integrinas son una gran familia de proteinas cuyos miembros se expresan segun los

tipos de tejidos y las necesidades fisioldgicas de éstos o de las células (Eckes y cols., 1999; Ruos-

lahti, 1991). Son heterodimeros transmembrana formados por cadenas o y B unidas de forma
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Tipo de Matriz Com.po.s1c1on Localizacion Funcion
principal
Colageno IV
Lamina basal Laminina Base de los epi- Soporte
Perlecano telios Barrera de permeabilidad selectiva
Nidogen
Hialuronato y pro-
o : teoglicanos Rellenado e hidratacion de espacios
Tejido conectivo laxo , ] :
Poco colageno y Medio de transporte de células

fibras elasticas

Tendones, der-

- : Colageno en fibras mis, sistema
Tejido conectivo denso . g
paralelas digestivo, pared
arterial

Colageno II, IX y XI
Cartilago Hialuronato y agre-
cano

Colageno I, proteo-
glicanos y glicopro-
teinas

Tabla 1. Composicion, localizacion y funcion de los diferentes tipos de MEC.

no covalente con un dominio intracelular que contacta con el citoesqueleto y otro extracelular
globular que es capaz de unir colageno, otras integrinas y lamininas (Hynes, 1992). Este enlace
entre MEC y citoesqueleto es fundamental para modificar el comportamiento de la célula en
funcién de las moléculas presentes en la MEC provocando respuestas celulares relacionadas con
la adhesion, la migracion y la proliferacion. Suelen aparecer asociadas a la membrana plasmatica
formando las denominadas adhesiones focales. La interaccioén de las integrinas con los compo-
nentes de la MEC hace que se activen mecanismos de sefializacion intracelular (Hynes, 1992).
La unién de un ligando a las integrinas hace que se agrupen, se recluten moléculas de unién al
citoesqueleto dentro de los complejos de adhesion y se anclen a fibras de estrés de actina reorga-
nizandose el citoesqueleto y produciéndose una cascada de fosforilaciones que trasmite la sefial
por la activaciéon de proteinas de sefalizacion celular, entre las que se incluyen pequefias
GTPasas (Clark y Hynes, 1996; Price y cols., 1998), proteinas cinasas (Ferrell y Martin, 1989;
Golden y Brugge, 1989; Lipfert y cols., 1992) y cinasas lipidicas (King y cols., 1997).

4. Degradacion de la MEC

La composicién de la MEC determina una estructura que ademas de ayudar al manteni-
miento de la integridad del tejido, regula la migracion celular y constituye un reservorio de cito-
cinas y factores de crecimiento. Sin embargo, la MEC esta sometida a una remodelacién conti-

nua, un proceso que implica la degradacion de los componentes existentes y la sintesis y deposi-
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cién de nuevas proteinas (Stetler-Stevenson, 1996; Waller y Nicholson, 2001). Es probable que
los procesos fibréticos sean debidos a un déficit en la degradacién de la MEC, aunque se ha de-
mostrado que la acumulacién anormal de MEC esta precedida por un aumento en la expresion
de enzimas encargadas de degradar esta matriz ya que probablemente sea necesario un incre-
mento en la actividad proteolitica para reemplazar los componentes de la MEC normal por mo-

léculas que aparecen en situaciones patologicas (Stetler-Stevenson, 1996).

La degradacion de la MEC esta mediada por proteasas especificas que son secretadas lo-
calmente por las células. Estas proteasas pertenecen fundamentalmente a dos familias: metalo-

proteasas de la matriz (MMPs) y plasmindgeno/plasmina (Ye y cols., 1998).
A. Metaloproteasas de la matriz (MMPs)

Las MMPs pertenecen a una familia de metaloendopeptidasas que necesitan unirse a iones
cinc (Zn2*) o calcio (Ca?") para poder actuar. Se han identificado mas de 20 miembros diferen-
tes y todos presentan especificidad de sustrato. En base a esto podemos dividirlas en 5 subgru-
pos: colagenasas, gelatinasas, estromielisinas, elastasas y metaloproteasas tipo membrana
(MMPs-TM). Estas dltimas permanecen unidas a la membrana celular y ademas de degradar

proteinas de la MEC, son capaces de activar a otras MMPs (Nagase y Woessner, 1999).

La actividad de las MMPs esta estrictamente controlada ya que influyen de manera impot-

tante en la integridad del tejido. Este control se produce a tres niveles (figura 3):

1. Transcripcional: las MMPs tienen una baja expresién constitutiva en la mayorfa de los

tejidos. Numerosas citocinas y factores de crecimiento como interleucina 1 (IL-1), TGF-

By el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor)

pueden inducir su expresion (Katsura y cols., 1989; Marti y cols., 1994; Martin y cols.,
1994; Matrisian, 1990).

2. Activacion extracelular: a excepcion de las MMPs-TM, todas las demas MMPs son se-
cretadas en forma inactiva. Su activacion requiere la liberacién proteolitica de un propép-
tido por la accién de una proteasa plasmatica y un cambio conformacional de un motivo
Cys-Zn?* (Nagase, 1997). Existen varias enzimas proteoliticas encargadas de la activacion
de las MMPs, como el activador del plasminégeno tipo urocinasa (u-PA, #rokinase-type
plasminogen activator), la plasmina y la catepsina G (Carmeliet y cols., 1997). Una vez activa-

das, las MMPs son capaces de activar otras MMPs (Crabbe y cols., 1994).
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1) R. Transcripcional
Citoquinas .
Estrés mecanico

Factores de
crecimiento

2) Activadores

Estromielisinas
MMPs-TM
Plasmina

— Pro-MMPSs —8 — MMPs —_—

\\/3) Inhibidores

Figura 3. Regulacion de la actividad de las metaloproteasas (MMPs). MMPs-TM:
metaloproteasas tipo membrana; TIMPs: inhibidores tisulares de metaloproteasas.

Degradacion
de MEC

3. Inhibicién por inhibidores end6genos: los inhibidores tisulares de las metaloproteina-
sas (TIMPs, Tissue Inhibitors of Metaloproteases) son los inhibidores endégenos de la activi-
dad de las MMPs mas estudiados; se han descrito 4 TIMPs diferentes (Gomez y cols.,
1997; Murphy y Willenbrock, 1995). Estos inhibidores son especificos de determinadas
proteasas y se unen fuertemente a la enzima en forma latente o activada bloqueando su

actividad (Imai y cols., 1996).
B. Cascada plasmin6geno/plasmina

La plasmina es una proteasa de serina sintetizada como un precursor que recibe el nombre
de plasminégeno. El paso de plasmindgeno a plasmina es estimulado por los activadores del
plasminégeno: activador tisular del plasmindgeno, t-PA (Zsular type plasminogen activator), y u-PA.
A su vez la actividad de estas dos enzimas, t-PA y u-PA, es inhibida por el inhibidor del activa-
dor del plasminégeno tipo 1 y tipo 2 respectivamente (PAI-1 y 2). La plasmina degrada directa-
mente la fibrina, los colagenos tipo IV y V, la fibronectina, la laminina y proteoglicanos (Roldan
y cols., 1990), e indirectamente es capaz de activar ciertas MMPs (MMP-3, MMP-9, MMP12 y
MMP-13) que degradan otros componentes de MEC (McLennan y cols., 1999; Sternlicht y
Werb, 2001; Waller y Nicholson, 2001).
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PROLIFERACION Y CICLO CELULAR

La proliferacion es un proceso complejo, ordenado y muy regulado en el que se desarro-
llan una serie de acontecimientos que constituyen el ciclo celular, durante los cuales se produce
la divisién de una célula en dos células hijas. Ademas, las células eucariotas pueden abandonar el
ciclo celular y dejar de proliferar. Asi, las células pueden estar en otros estados: fase de quiescen-

cia (G0), senescencia, diferenciacién o apoptosis.

La quiescencia es una etapa reversible en la que las células interrumpen el ciclo celular en
la etapa G1 (Gap 1) y pueden regresar a ella de nuevo tras la estimulacién con factores mitogé-
nicos. En general, en esta etapa las células tienen un menor tamafio y un metabolismo mas lento

(Yusuf y Fruman, 2003).

LLa senescencia es una etapa irreversible en la que las células interrumpen permanentemen-
te el ciclo celular (Beausejour y cols., 2003). A diferencia de la quiescencia, las células en este
estado son metabodlicamente activas y tienen un tamafio mayor (Cristofalo y cols., 2004). Esta

etapa esta muy relacionada con la edad celular (Smith y Pereira-Smith, 1996).

La diferenciaciéon también es un proceso casi siempre irreversible que permite a las células

especializarse para realizar determinadas funciones.

Por ultimo, la apoptosis es la muerte celular programada, en la que las células desencade-

nan un programa determinado que provoca su muerte.

1. Etapas del ciclo celular

El ciclo celular esta dividido en cuatro fases fundamentales: fase G1 (o Gap 1), fase de

sintesis (S), fase G2 (o Gap 2) y fase de mitosis (M), las cuales se detallan en la figura 4.
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Crecimiento celular

Comprobacién de condiciones celulares No division
internas y externas para la division Quiescencia, senescencia,
diferenciacion o muerte

celular

Punto de control en Metafase
2 GO
MITOSIS: Division celular N\
Profase
Metafase
Anafase M

Telofase
Citocinesis

Punto de restriccion R

Concentraciéon

‘\
.
.
Punto de Control G2 ¢ *

Acumulacién de moléculas necesarias para la -
mitosis

Comprobacion de errores en la replicacion del
ADN

Aumento de tamafio celular Replicacion del ADN

Colocacién de los centrosomas en los polos Duplicacién de los centrosomas

celulares Sintesis de Ciclina B1

Figura 4. Etapas del ciclo celular y principales ciclinas reguladoras de cada etapa. M: Mitosis,
periodo en el que las células se dividen; Gapl (G1) periodo entre el nacimiento de una célula (tras una
mitosis) y el comienzo de la replicacién de su ADN, donde se produce el crecimiento celular. La
mayoria de las células del cuerpo estain en G1: en “reposo” pero preparadas para la divisién; Gap 0
(G0), prolongacion de la fase G1 en el que las células no se dividen nunca y se diferencian; Sintesis (S),
las células duplican el genoma; Gap 2 (G2) fase de preparacion para la mitosis (duplicacion de
centriolos, condensacién de cromosoma y despolimerizaciéon de microtibulos). Al conjunto de la
G14+8+G2 se llama también interfase. En el centro de la figura se representa la cantidad de cada tipo
de ciclina en cada fase del ciclo celular

2. Proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular

El ciclo celular esta regulado por un grupo de proteinas cinasa heterodiméricas, que con-
tienen una subunidad reguladora (ciclina) y otra subunidad catalitica (Cdks, cinasas dependientes
de ciclinas, cyclin-dependent kinases). Las concentraciones de las ciclinas varfan segin la fase del ci-
clo celular en la que se encuentre la célula y las Cdks carecen de actividad cinasa a no ser que
estén unidas a una ciclina. Cada Cdk puede asociarse con diferentes ciclinas y es el complejo ci-
clina-Cdk el que determina que proteinas son fosforiladas y en que sitios, induciendo asi la acti-
vacion o la inhibicién de proteinas participantes en la replicacion del ADN y en la mitosis

(Alberts, 2002).
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Las Cdks son enzimas de la clase serina-treonina cinasas que necesitan estar unidas a las
ciclinas y ademas ser activadas por fosforilaciéon para poder realizar su funcién (Bird y cols,,
2003; Blomen y Boonstra, 2007). Se han encontrado 9 diferentes en eucariotas (Johnson y Wal-
ker, 1999). Una vez activadas son las responsables de fosforilar numerosos sustratos, entre ellos

los represores del ciclo celular.

Las ciclinas son moléculas que se sintetizan de forma periédica durante el ciclo celular; se
han encontrado hasta 16 ciclinas diferentes en las células eucariotas (Johnson y Walker, 1999)
siendo las mas importantes para el avance del ciclo celular las ciclinas A, B, D y E. Las ciclinas
D y E son importantes para el avance de la fase G1, la ciclina A es crucial en la fase S y las cicli-

nas B y A son muy importantes en la fase G2 y M (Boonstra, 2003).

Otras proteinas importantes en la regulacion del ciclo celular son las proteinas “pocket”
que incluyen la proteina del retinoblastoma (Rb), p107 y p130. Actdan como supresores de tu-
mores. Cuando estan hipofosforiladas estan activas y reprimen la progresion del ciclo celular

mediante la unién a los factores de transcripcion E2F necesarios para la entrada en la fase S

(Cobrinik, 2005).

Ademas existen otros reguladores negativos del ciclo celular que son los inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CKls: ¢yclin kinase inbibitors), que inhiben la actividad de los
complejos Cdk/ciclina y la hiperfosforilacion de Rb y por tanto la progresion de la fase G1. Hay
dos familias: INK4 y CIP/KIP (Nakayama y Nakayama, 1998; Sherr y Roberts, 1999). Las pro-
teinas INK4 se unen solamente a las subunidades cataliticas de la Cdk4 y 6, previniendo la tran-
sicion desde G1 a S (Jeffrey y cols., 2000), mientras que la familia de proteinas CIP/KIP son
capaces de unirse a un amplio rango de proteinas entre los que se encuentran los complejos de

ciclinas D, E, A y B/Cdks (Sherr y Roberts, 1999).

Por dltimo, otra proteina importante en la parada del ciclo celular es la proteina p53. p53
esta presente en niveles basales en las células en proliferacion y tiene una vida media corta debi-
do a su ubiquitinacién. Bajo determinados estimulos como el dafio en el ADN, cambios de pH,
shock térmico o la activaciéon de oncogenes, se estabiliza y activa el CKI p21CIP produciendo
una parada del ciclo celular (Stewart y Pietenpol, 2001; Finlan y Hupp, 2005; Giono y Mandfre-
di, 2000).
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3. Regulacion del ciclo celular

La regulacion del ciclo celular es un proceso muy complejo y variable segun el tipo celular
y el entorno en el que se encuentre la célula. Esta determinada por numerosas sefiales extracelu-
lares que dirigen a la célula a proliferar o diferenciarse. El principal punto de regulacion esta en
la etapa G1, se conoce con el nombre de punto de restriccion (R) y una vez superado las células
entran irreversiblemente en la fase S (Zetterberg y cols., 1995). Ademas existen otros dos puntos
de regulacién del ciclo celular, uno al final de la fase G2 y otro durante la fase de mitosis en la

etapa de la metafase.

Punto de restriccion R: Situado en la fase G1. La célula comprueba que ha generado la
masa necesaria para seguir adelante y comenzar la sintesis de ADN vy, también, que las condicio-
nes ambientales, como la temperatura y la presencia de nutrientes, sales y de factores de creci-
miento son favorables. Los elementos centrales de este punto de restriccion son los complejos
Cdks-ciclina, la molécula Rb y el factor E2F (figura 5). La expresion de la ciclina D1 aumenta
tras la estimulacion con mitégenos, se asocia con Cdk 4 o 6 dependiendo del tipo celular, y este
complejo fosforila la proteina Rb. A continuacion, en la fase G1 tardia, se induce la expresion de
ciclina E, 1a cual se une a la proteina Cdk 2 y ambas fosforilan a la proteina Rb. Cuando la pro-
teina Rb es hiperfosforilada, se desactiva y libera los factores de transcripcion a los que esta uni-
da, entre los que se encuentra la familia de E2F, facilitando la transcripcion de los genes de la
fase G1 tardia y de la fase S (Shafer, 1998) implicados en la replicacion del ADN, asi como en la

duplicacién del centrosoma (en células animales).

Otro gen importante en la regulaciéon de este punto de restriccion es el de la proteina p53.
Asi, ante la presencia de un dafio en el ADN, p53 se acumula induciendo la expresion de p21
CIP/WAF1, lo que conlleva el bloqueo de este punto de control R a través de la inhibicién de
los complejos ciclina D-Cdk 4/6 y los complejos con Cdk2. Una vez reparado el dafio, p53 re-
inicia el ciclo mediante la sobreexpresion de la proteina Mdm2. Si el dafio no es reparado, p53
induce la muerte celular aumentando entre otros la expresiéon del gen proapoptotico Bax

(Sebastian y Johnson, 2000).

Punto de restriccion G2-M: ocurre al final de la fase G2. En ¢él, la célula debe compro-
bar antes de dividirse que ha duplicado la masa de modo que puede dar lugar a dos células hijas,
y que ha completado la replicaciéon del ADN sin errores, y sélo lo ha hecho una vez. Durante las
fases G2 y M se produce un incremento en los niveles de la ciclina B y una acumulacién progre-

siva del complejo ciclina B-Cdk1 cuando la célula se aproxima a la mitosis. En el momento en el
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Daiio del DNA

Rb

Cdk4/6 Rb
in / hipofosforilado ﬁ’ hiperfosforilado

l

Transcripcion de genes
especificos para la transiciéon G1-S

Mitogenos

Figura 5. Punto de restriccion R. Rb: proteina del retinoblastoma; Cdk: cinasa
dependiente de ciclina.

que la célula alcanza el final de la fase G2 hay un stock del complejo ciclina B/Cdk que esta re-
primido por la presencia de dos grupos fosfato que bloquean el sitio activo de la cinasa. En la
fase G2 tardia se produce la activacion de la fosfatasa Cdc25 que defosforila el complejo ciclina
B/Cdkl1 y lo activa iniciando la mitosis (Nilsson y Hoffmann, 2000; Dunphy, 1994). Si el ADN
no esta replicado o si la replicacién no ha terminado la célula activa una proteina cinasa que in-
hibe a la proteina Cdc25, evitando la defosforilacién del complejo ciclina B/Cdk e inactivaindolo
hasta que la replicaciéon del ADN esté completada (Elledge y cols., 1996). Otra forma de detener

el ciclo en este punto es mediante la actuacion de inhibidores de Cdk1 (Gray y cols., 1999).

Punto de restricciéon M: ocurre en mitosis al final de la metafase, y sélo permite conti-
nuar con la divisién celular si todos los cromosomas estan alineados sobre el huso mitético

(Boonstra, 2007).
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FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B: transforming growth factor ) forma parte
de una superfamilia de factores de crecimiento y diferenciaciéon que se encuentran presentes en
una gran variedad de organismos. Dentro de la superfamilia del TGF-3 se incluyen mas de 30
proteinas de mamiferos (tabla 2), siendo los componentes de la familia del TGF-f los miembros

prototipo.

El TGF-B fue caracterizado por primera vez en 1983 en un extracto de placenta humana
(Frolik y cols., 1983). Hasta ahora se han identificado 3 isoformas diferentes en mamiferos,
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, aunque el TGF-B1 es la isoforma mas abundante y la mas relacio-
nada con los procesos fibréticos (Roberts y Sporn, 1993). La principal diferencia entre ellas es la
regulacion de la expresion y la especificidad de los tejidos donde se expresan; asi, el TGF-P1 se
expresa en células endoteliales, hematopoyéticas y el tejido conectivo, el TGF-B2 en células epi-

teliales y neuronales y el TGF-B3 en células mesenquimales (Yu y cols., 2003).

El TGF-B esta implicado en la regulacién de numerosas funciones celulares y fisiologicas

entre las que se encuentran los procesos de diferenciacion celular y apoptosis (Alliston y cols.,

Subfamilia Componentes

Tabla 2. Familia del TGF-f.
BMP2 BMP2, BMP4 Todos l.os rni_embr(?s. de la tabla
han sido identificados en
humanos y/o en ratéon. BMP:
bone morphogenetic protein, proteina

BMP5 BMP5, BMP6/Vrgl, BMP7/OP1, BMP8/

Op2 morfogenética 6sea. CDMP:

cartilage-derived morphogenetic protein,

GDF5 GDF5/CDMP1, GDF6/CDMP2, GDE7 proteina morfogenética derivada
del cartilago. GDF: growth and

BMP3 BMP3/osteogenina, GDF10 differentiation  factor, factor de

crecimiento y diferenciacién.
Miembros intermedia- ) GDNF: glial cell-derived neurotrophic
rios Nodal, dorsalina, GDF8, GDF9 Jfactor, factor neurotréfico derivado

de células gliales. MIS/AMH:
Activina bA, activina bB, activina bC, activina Miilh crian. i bibiting - substance/ an -
bE Miillerian  hormone, sustancia

inhibidora de Miiller / hormona
anti-Milleriana.OP:  oszeogenic
protein, proteina osteogénica.

Adaptado de Massagué, 1998.

Activina

TGF-B TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3

Miembros distantes MIS/AMH, inhibina 2, GDNF

19



Introducciéon

2001; Brown y cols., 2000; Massague y cols., 2000), la sintesis de MEC y la expresiéon de molécu-
las de adhesion (Dokic y Dettman, 2006; Zhang y cols., 1998).

1. Sintesis del TGF-$1

El TGF-B1 es secretado como un complejo latente, constituido por un homodimero de
25 kDa, unido al péptido asociado de latencia (ILAP, Latency Asociated Peptide) de forma no cova-
lente. Esta asociacion recibe el nombre de “complejo latente pequefio” (Miyazono y cols., 1993).
El péptido LAP es requerido patra una secrecion eficiente del TGF-B1, lo previene de su unién a
los receptores de membrana y mantiene su disponibilidad como un reservorio en la MEC. En
ocasiones, el complejo latente pequefio se une a la proteina de unién al TGF-f latente (LTBP,
Latency TGE-8 Binding Protein) mediante un puente disulfuro y al complejo resultante se le conoce
como “complejo latente largo”. El LTBP se une de forma covalente a la MEC proporcionando
un importante reservorio de TGF-f1 inactivo. En la liberacién del TGF-f1 van a intetvenir nu-
merosos factores relacionados con el entorno de la célula como son el pH, estrés, temperatura y
las enzimas proteoliticas (Munger y cols., 1997). La liberacién del TGF-B1 es un fenémeno muy
importante ya que la desregulacion de este paso puede generar grandes cantidades de TGF-31

activo en puntos muy concretos (Koli y cols., 2001).

2. Receptores de TGF-f3

En la sefializacion celular del TGF-f intetvienen varios tipos de receptores, divididos en
dos grupos: receptores sefializantes, encargados de trasmitir las sefiales y comenzar la cascada de
sefializacion intracelular, y no sefializantes, que modulan la respuesta del ligando que se une a los

receptores sefializantes.

A. Receptores sefializantes

Una vez liberado, el TGF-f activo ejerce su efecto biologico a través de una familia de
receptores serina-treonina cinasas clasificados como receptores tipo I y tipo 1I. En mamiferos se

han identificado siete tipos de receptores tipo I (Alk-1-7) y cuatro tipos de receptores tipo II (T
BR-II, ActRII, ActRIIB, BMPRII) (Derynck y Zhang, 2003). Cada ligando perteneciente a la
superfamilia del TGF-f se une a un tipo especifico de ambos receptores; en el caso del TGF-3

los receptores mas abundantes son TRR-I (6 Alk-5) y TBR-II (Derynck y Feng, 1997). La via de

seflalizacion se inicia con la unién del ligando al receptor tipo I, que esta constitutivamente acti-
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vo; esta union recluta al receptor tipo I dando lugar a la formacién de un complejo de recepto-
res heteromérico. El receptor tipo II fosforila al receptor tipo I en una regién rica en residuos
serina-treonina que se encuentra en un dominio yuxtamembrana altamente conservado conoci-
do como “dominio GS” (Wieser y cols., 1995; Wrana y cols., 1994). A continuacién se combi-
nan dos complejos de receptores heteroméricos formando un tetramero, que es el encargado de

activar las proteinas que van a transmitir la sefial hasta el nicleo (Massague, 2000).

En los procesos fibréticos se ha observado un aumento en la expresion de los receptores
sefializantes de TGF-B (Thn y cols., 2001; Kawakami y cols., 1998; Kubo y cols., 2001; Roulot y
cols., 1999). La sobreexpresion de los receptores de TGF-B en fibroblastos induce un aumento
en la transcripcién del gen de colageno (Kawakami y cols., 1998). Por otra parte, se ha compro-

bado que la sobreexpresion de un dominante negativo del receptor tipo I de TGF-§ mejora la

tibrosis hepatica (Qi y cols., 1999).

B. Receptores no senalizantes: betaglicano y endoglina

Ademis de los receptores tipo I y tipo II el sistema de receptores de TGF-f incluye los
receptores no sefalizantes betaglicano (conocido también como receptor tipo I1I) y endoglina.
Ambos receptores presentan una estructura similar con un 63% de homologia en las regiones

transmembrana y citoplasmatica (Letamendia y cols., 1998b; Miyazono, 1997).

El betaglicano es un proteoglicano con un peso molecular de entre 200 y 300 kDa que se

encuentra en la membrana celular en forma de homodimero unido de manera no covalente. Une
las 3 isoformas de TGF-B, aunque tiene una mayor afinidad por el TGF-B2. En muchos tipos
celulares se ha comprobado que este receptor potencia los efectos del TGF-f, por lo que se ha

sugerido la posibilidad de que actie presentando el ligando a los receptores sefializantes

(Derynck y Feng, 1997). Ademas se ha demostrado que las células que expresan los receptores
sefializantes de TGF-P pero no expresan el betaglicano tienen una respuesta mas pobre a TGF-

B2 (Massague y Chen, 2000).

La endoglina o CD105 es una glicoproteina homodimérica de membrana identificada en
el endotelio vascular humano con un peso molecular de 180 kIDa compuesta por dos subunida-
des unidas por puentes disulfuro (Gougos y Letarte, 1988). Une con alta afinidad las isoformas
TGF-B1 y 3 en presencia de los receptores sefializantes tipo Iy II (Barbara y cols., 1999; Leta-

mendia y cols., 1998a). Se ha descrito que la endoglina interacciona con otros componentes de la
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superfamilia de TGF-f como activina-A, BMP-7 y BMP-2 (Cheifetz y cols., 1992; Yamashita y
cols., 1994; Zhang y cols., 1996). Existen dos isoformas de la endoglina generadas por un spli-
cing alternativo, la I.-endoglina y otra isoforma con un dominio citoplasmatico mas corto, deno-
minada S-endoglina (Bellon y cols., 1993; Gougos y Letarte, 1990). El dominio citoplasmico de
ambas isoformas esta constitutivamente fosforilado, lo que sugiere un posible papel en la sefiali-
zacion celular o una asociaciéon con otras proteinas del citoplasma (Lastres y cols., 1994). Ade-
mas, se ha identificado una forma soluble de la endoglina procedente de alelos mutados del gen
(Venkatesha y cols., 2006) y que podrtia secuestrar al TGF-f y a otros ligandos evitando su

unién a moléculas de endoglina ancladas a la membrana (Lopez-Novoa, 2007; Luft, 2000).

3. Rutas de senalizacion

La principal via de sefializaciéon es la constituida por las proteinas Smad (Swall mothers
against decapentaplegic) (Attisano y Wrana, 1998; Christian y Nakayama, 1999; Derynck y cols.,
1998; Heldin y cols., 1997; Massague, 1998; Whitman, 1998). Una vez activado el sistema de re-
ceptores de TGF-B por la unién del ligando, las proteinas SARA (Swad/ receptor anchor protein)
ponen en contacto a las R-Smad (Receptor-activated Smad) con el receptor tipo 1. El receptor tipo 1
fosforila a las R-Smad, las libera de la proteina SARA y permite su unién a la co-Smad (common-
mediator Smad) produciéndose la traslocacion del complejo al nucleo (Wrana y Attisano, 2000; Xu
y cols., 2000) donde es capaz de modular la expresion de determinados genes de dos formas,
bien mediante unién directa de las proteinas Smad al ADN (Chen y cols., 1996; Zhang y cols.,
1998) o mediante la unién a co-activadores (Massague y Wotton, 2000) y co-represores (Wotton

y cols., 1999) que regulan a su vez la transcripcion de otros genes (figura 06).

Ademas de las R-Smad y de las co-Smad existen un grupo de Smad que inhiben las res-
puestas de TGF-B, denominadas Smad inhibidoras o I-Smad (Imamura y cols., 1997). Las I-
Smad pueden competir con las R-Smad por el receptor tipo I activado (Imamura y cols., 1997) o
bien competir por las co-Smad evitando la formacién del complejo (Hata y cols., 1998). Otra
forma de inhibir la sefializacion del TGF-f es mediante la ubiquitin ligasa Smurf-1 que interac-
ciona con las Smad, las inactiva por ubiquitinizacién y regula asi su abundancia en el citoplasma

de células que no son estimuladas (Zhu y Burgess, 2001).

Aparte de la sefializacion a través de las proteinas Smad, el TGF-B puede sefializar por
otras vias entre las que se encuentra la ruta de la GTPasa Ras mediante la fosforilaciéon de los

receptores tirosina cinasa (RTK: receptor tyrosine-kinase). El tratamiento con TGF-f induce la acti-
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vacion rapida de la proteina Ras en células epiteliales de pulmoén e intestino (Mulder y Morris,
1992; Yue y Mulder, 2000), y también activa la via de Erk1/2 en células epiteliales (Hartsough y
Mulder, 1997) y en otros tipos celulares (Bellis y cols., 1999; Han y Holtzman, 2000; Hu y cols.,

1999; Mucsi y cols., 1996). El TGF-B1 potencia los efectos mitogénicos de Ras (Kretzschmar y
cols., 1999; Park y cols., 2000) y Ras puede contrarrestar la sefializacion por TGFE-p, alterando la
expresion del receptor tipo II de TGF-B1 (Alcock y cols., 2002). Por otro lado, la activacién de
la via de Ras/Erk inducida por TGF-B3 puede inducir una mayor expresién de TGF-B1 (Yue y

Mulder, 2000).

Ruta de las Smad

TGF-B

TBRII

Cofactor

Massagué, 2000)

Otras rutas

\ o=

.
.

Figura 6. Rutas de sefializacion por el TGFf. El receptor tipo II del TGFB (TPRII)
constitutivamente fosforilado reconoce al TGF-B y recluta y fosforila al receptor tipo I (TBRI). Las
Smad receptoras (R-Smad) son fosforiladas por el TPRI, se unen a las Smad cooperadoras (co-Smad) y
se traslocan al nicleo donde modifican la expresién de numerosas proteinas. Ia ruta de las Smad
puede inhibirse mediante las Smad inhibidoras (I-Smad) y la ubiquitin ligasa Smurfl. Ademas, existen
otras vias de seflalizacién a través de Ras y sus efectores PI3K /Akt y Etk 1/2. (Adapatado de

4. Efectos del TGF-B1 sobre la MEC

El TGF-B1 induce un aumento en la transcripcion, sintesis y secrecion de proteinas de
MEC incluidas colageno I, colageno III, colageno 1V, fibronectina, laminina, y también glico-

proteinas como osteopontina, osteonectina, tenascina, biglicano y decorina (Eikmans y cols.,
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2003). Por otro lado, el TGF-f disminuye la degradacién de la matriz a través de dos mecanis-
mos: inhibiendo la MMPs y estimulando la sintesis de TIMPs. EI TGF-p también actda sobre el
sistema plasmindgeno/plasmina estimulando la expresion de PAIL lo que se traduce en la inhibi-
cién del paso de plasminégeno a plasmina (figura 7). Ademids el TGF-f3 incrementa la transcrip-
cion y la expresion en la membrana de receptores de adhesion celular como las integrinas que

regulan el ensamblaje de proteinas de MEC (Border y cols., 1992; Roberts y cols., 1992).

TGF-1

ARNm TIMP:
MMPs S
-

Degradacion
de MEC

Sintesis
de MEC l

Acumulaciéon de MEC

Figura 7. Representaciéon esquematica de los efectos del TGF-B1 sobre la MEC. El TGF-f1
inhibe las metaloproteasas de MEC (MMPs) y activa los inhibidores de metaloproteasas (TIMPs)
disminuyendo la degradacion de MEC. Ademas activa expresion de nuevas proteinas de MEC,
dando lugar a una acumulaciéon de MEC en los tejidos.

5. Efectos del TGF-B1 sobre la proliferacion celular

El TGF- tiene un efecto dual sobre la proliferacion celular. Por un lado, se le atribuye un
papel como supresor de tumores, ya que es capaz de inhibir la proliferacién en numerosos tipos
celulares (Alexandrow y Moses, 1997; Hanahan y Weinberg, 2000; Markowitz y Roberts, 1996).
Por otro lado, el TGF-P estimula la proliferacién en fibroblastos (Cunliffe y cols., 1996; Kay y
cols., 1998; Martinez-Salgado y cols., 2006) y puede inducir una transdiferenciacion de células
epiteliales de mama y piel en células de tipo fibroblasto con un fenotipo altamente invasivo y

metastasico (Miettinen y cols., 1994; Piek y cols., 1999; Portella y cols., 1998).
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LAS PROTEINAS RAS

Las proteinas Ras pertenecen a una superfamilia de pequefias proteinas G monoméricas
con actividad GTPasa intrinseca que se activan en respuesta a numerosos estimulos extracelula-
res, con una masa molecular entre 20 y 40 kDa, y que se unen al GTP (guanosina trifosfato).
Son mas de 150 miembros muy conservados a lo largo de la evolucion de todos los organismos
eucariotas, incluyendo levaduras de fusion (Saccharomyces cerevisiae) y fision (Schizosaccaromyces pom-
be), insectos (Drosophila melanogaster), nematodos (Caenorbabditis elelgans) y el hombre. Este alto
grado de conservacion sugiere que desempefian papeles esenciales en la célula (Colicelli, 2004;
Lowy y Willumsen, 1993; Wennerberg y cols., 2005; Macara y cols., 1996; Santos y Nebreda,
1989).

La clasificacion de las proteinas Ras es muy controvertida. Algunos autores, como Colice-

lli (2004) clasifican a la superfamilia Ras en 5 subfamilias: Ras, Rho, Rab, Arf y las subunidades
Ga de las proteinas G heterotriméricas. Por otro lado, Der y cols. no incluyen a la subunidad G

o en la superfamilia y asignan a las protefnas Ran una subfamilia diferente de Ras (Wennerberg y
cols., 2005).Dentro de la subfamilia de Ras también existen dificultades para encontrar unanimi-
dad en su clasificaciéon. En general, la subfamilia Ras se caracteriza por tener una gran similitud
en el dominio efector o regiéon switch 1. Esta formada por las proteinas Ras clasicas o familia
p21 (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B, y N-Ras), cuatro proteinas Rap (RaplA, Rap1B, Rap2A y
Rap2B), tres proteinas similares a R-Ras (R-Ras, TC21, R-Ras23), dos proteinas Ral (RalA y
RalB) y otras dos proteinas identificadas: Rheb y M-Ras (Bos, 1997; Kimmelman y cols., 1997;
Matsumoto y cols., 1997). Como podemos ver, la clasificacién de la superfamilia Ras basada en
su homologia y su funcién tiene muchas discrepancias y posiblemente sera modificada en el fu-

turo.

En este estudio nos hemos centrado en la familia p21 o proteinas Ras clasicas.

1. Los genes ras

Los genes ras se identificaron por primera vez en los anos 60 como oncogenes en el geno-
ma de la cepa Harvey y Kirsten del virus del sarcoma de rata (Ras: RA? Sarcoma)(Harvey, 1964;
Kirsten y Mayer, 1967). Por otro lado, en 1981, Robert Weinberg, Michael Wigler y Geoffrey

Cooper descubrieron pequenos fragmentos de ADN en células cancerosas humanas que podian
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transformar fibroblastos normales de ratén en células malignas (Lane y cols., 1981; Perucho y
cols., 1981; Shih y cols., 1981). Un afo después, Barbacid y cols. establecieron que el elemento
transformador era un homoélogo de H-ras, el oncogen encontrado en el retrovirus causante del

sarcoma de Harvey en ratas (Santos y cols., 1982).

Los genes que codifican a los distintos miembros de la familia de proteinas Ras estan muy
conservados evolutivamente, lo que sugiere que los productos de estos genes juegan un papel
muy importante en los procesos celulares. En las células de mamiferos hay tres genes: H-ras, K-
ras y N-ras, cuya estructura y funcion es muy parecida. En humanos los loci H-ras, N-ras y K-ras
se localizan en el brazo corto de los cromosomas 11 (11p15.1-p15.5), 1 (1p22-p32) y 12
(12p12.1-pter) respectivamente. En raton los genes para H-ras, N-ras y K-ras se localizan en los

cromosomas 7 (7 F5; 7 72mC), 3 (3 F2.2; 3 48.5 cM) y 6 (6 G2; 6 71.2 cM) respectivamente.

Los 3 genes ras estan compuestos por cinco exones codificantes y un exén 5 no codifi-
cante (ex6n D), y difieren en el tamafio y la secuencia de los intrones. Los genes K-ras tienen
dos ensamblajes alternativos en el cuarto exén codificante (4A y 4B) dando lugar a dos proteinas
que divergen tnicamente en los 25 aminoacidos del extremo carboxilo terminal (Barbacid, 1987,
Lowy y Willumsen, 1993). Todos los genes 7as poseen promotores con un alto contenido en nu-
cleétidos GC y carecen del motivo TATA, lo cual es caracteristico de genes que se expresan en
todas las células del organismo y codifican para proteinas que son esenciales para el funciona-
miento general de las células, también llamados genes housekeeping. Algunas regiones que con-
trolan la expresion de los genes ras se encuentran en el extremo 5°, en concreto en el primer in-
tron (Jeffers y Pellicer, 1994; Paciucci y Pellicer, 1991). Se han descrito otros elementos regula-
dores en el extremo 3’ de H-ras que podrian contribuir también a su expresion (Lowy y Willum-

sen, 1993).

Los genes ras se expresan en todos los tipos celulares y érganos, aunque existen diferen-
cias entre tejidos y durante el desarrollo pre- y postnatal. Durante el desarrollo embrionario del
raton, la expresion de N-ras es alta en el dia 10 de gestacion y la expresion de K-ras se reduce al
final de la gestacion (Muller y cols., 1983). Ademas, estudios en ratones KO muestran que la
proteina K-Ras4B es esencial en el desarrollo embrionario, y su ausencia provoca la muerte del

embrion entre los dias 12 y 14 de gestacion por fallos en el higado y por anemia (Esteban y

cols., 2001; Johnson y cols., 1997; Umanoff y cols., 1995).
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2. Estructura proteica

Los genes ras codifican para protefnas de aproximadamente 21 kDa con 189 aminoacidos
en el caso de H-Ras, K-Ras4A y N-Ras y de 188 aminoacidos en el caso de K-Ras4B. Las pro-
teinas Ras son homologas en sus primeros 164 aminoacidos: los 86 residuos N-terminales son
idénticos, y los 78 residuos siguientes comparten un 79% de homologia. Sin embargo, estas pro-
tefnas son completamente diferentes en los 25 residuos C-terminales con la Gnica excepcion de
la cisteina 186 que da comienzo a la secuencia Cys-A-A-X-COOH, también llamada motivo
CAAX (donde C es cisteina, A es un aminoacido alifatico y X un aminoacido cualquiera), que
esta presente en todas las isoformas de Ras. A esta zona comprendida entre los aminoacidos 160
y 185 se la conoce con el nombre de region heterogénea o hipervariable (HVR) como puede
observarse en la figura 8 (Santos y Nebreda, 1989). La estructura de la HVR no esta muy bien
caracterizada, aunque se cree que es muy flexible y esta bastante conservada entre distintas espe-
cies, por lo que debe tener algin efecto funcional (Ellis y Clark, 2000).Las diferencias en la se-
cuencia primaria de la HVR de las proteinas Ras determinan distintas modificaciones post-
traduccionales y diferencias en el trafico y la localizaciéon en la membrana plasmatica y por tanto

diferencias en su actividad bioldgica.

Estas proteinas estin formadas por 6 laminas B encadenadas y cinco a-hélices que estan
interconectadas por una serie de 10 lazos (Pai y cols., 1989; Schlichting y cols., 1990)(figura 8) .
Cinco de estos lazos conectores tienen un papel esencial para determinar la alta afinidad de Ras
por los nucleétidos de guanina y para regular la hidrolisis de GTP. En concreto, el fosfato y del

GTP interacciona con residuos de los lazos 1, 2 y 4 (Lowy y Willumsen, 1993).

La proteina Ras tiene dos regiones importantes para su activacion y para su funcion llamadas
interruptores I y II o switch I y II (Wittinghofer y Pai, 1991; Ma y Karplus, 1997)(figura 8) . Es-
tas regiones contienen residuos hidrofilicos localizados en la cara externa de la molécula. El in-
terruptor I es el principal sitio de unién del efector y también es el responsable, en parte, de la
interacciéon con las proteinas activadoras de GTPasas (GAPs: GTPase activating proteins). El inter-
ruptor II se encarga, en parte, de la interacciéon con las proteinas intercambiadoras de nucleéti-
dos de guanina (GEFs: Guanine nucleotide exchange factors). Estas dos regiones estan cercanas al
fosfato y del GTP y exhiben distintas conformaciones segin Ras esté¢ unido a GTP o GDP
(guanosina difosfato). De este modo, los cambios conformacionales de estas regiones durante el
ciclo del GTP estan implicados en la unién a las proteinas reguladoras y en la transmision de la

sefial a los efectores de Ras (Malumbres y Pellicer, 1998).
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Figura 8. Proteinas Ras. A) Estructura primaria: los 85 primeros aminoacidos son idénticos y
unen especificamente GDP y GTP. Incluyen el lazo P (phosphate-binding logp), el cual une el fosfato y
del GTP, y el dominio interruptor I y II que controla la unién de los reguladores de Ras y sus
efectores. Los siguientes 80 aminoacidos (aa 85-165) muestran un 85-90% de homologia. En el
extremo C-terminal se encuentra la region hipervariable (HI'R) (aa 165-188/189) donde estan las
sefiales para la localizaciéon en sitios especificos de membrana a través de modificaciones que
incluyen la farnesilacién de las isoformas en el motivo CAAX y la palmitoilacién de las cisteinas en
H-Ras, N-Ras y K-Ras4A. La localizacion de K-Ras4B es facilitada por la cola de cisteinas (morado)
proxima al motivo CAAX; ademas los residuos de serina y treonina (en rojo) son sustratos de
fosfortilacién de la proteina cinasa C. B) Estructura secundaria: liminas B en amatillo y o-hélices
en azul. C) Estructura terciaria: Cristalografia de RasGDP (Milburn y cols., 1990) y RasGTP (Pai y
cols., 1989) con el interruptor I en rojo y el 1I en verde.
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3. Modificaciones post-traduccionales: prenilacion y palmitoilacion

Las proteinas Ras de mamiferos son sintetizadas en los ribosomas del citoplasma celular.

Tienen una vida media de aproximadamente 24 horas (Ulsh y Shih, 1984) y para su completa

actividad necesitan asociarse a la cara interna de la membrana plasmatica como homodimeros o

heterodimeros (Santos y cols., 1988). La ruta por la cual Ras se dirige a la membrana plasmatica

viene determinada por una serie de modificaciones post-traduccionales que ademas sefialan su

localizacion en ella, bien en islotes lipidicos (rafts o caveolas, regiones ricas en colesterol) o en

zonas desorganizadas de la membrana (Hancock y Parton, 2005)(figura 9) .
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se transporta a la membrana plasmatica a través de los microtibulos.

Figura 9. Sintesis, procesamiento y transporte de Ras. Las proteinas Ras se sintetizan en el citosol
donde las farnesil transferasas catalizan la adicién de un resto isoprenoide (prenilacién). En el reticulo
endoplasmico se produce la rotura proteolitica de los residuos AAX y la carboximetilacién del residuo de
cisteina farnesilado. A continuacién, H-Ras, N-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas mediante la S-acilacion,
mientras que a KK-Ras4B se le afiade una secuencia rica en lisinas. Todas las isoformas de Ras se dirigen a
la membrana plasmatica por la ruta secretora clasica a través del aparato de Golgi, excepto K-Ras4B que
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A. Prenilacion

El motivo CAAX sirve como sustrato de una serie de modificaciones post-traduccionales
que crean un dominio lipidico hidr6fobo que favorece la unién a la membrana. Estas modifica-
ciones incluyen la unién de un resto isoprenoide no esteroideo (farnesil pirofosfato o geranil
geranilo pirofosfato) a la cisteina del motivo CAAX mediante prenilacién (farnesilaciéon o gera-
nilgeranilacién respectivamente) (Zhang y Casey, 1996). Cuando el dominio CAAX termina en
cualquier aminoacido excepto leucina las proteinas Ras son farnesiladas mediante la catalisis de
la farnesiltransferasa; la geranilgeranilaciéon ocurre cuando la secuencia CAAX termina en leuci-
na y es catalizada por la geraniltransferasa I (Reid y cols., 2004). Todas las isoformas de Ras pue-

den ser preniladas, pero la isoforma H-Ras sélo es farnesilada.
B. Rotura proteolitica

Las proteinas Ras preniladas se dirigen al reticulo endoplasmico donde se produce una
rotura proteolitica de los residuos AAX catalizada por la enzima convertidora de Ras I y una
carboxi-metilacién del extremo C-terminal catalizada por la isoprenilcisteina carboximetiltrans-
ferasa (Casey, 1995). Estas modificaciones incrementan la hidrofobicidad, aunque son insufi-

cientes para el anclaje funcional a la membrana (Hancock y cols., 1990).
C. Palmitoilaciéon

A continuacién, H-Ras, N-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas mediante la S-acilaciéon en
los residuos de cisteina presentes en la HVR (Hancock y cols., 1989; Hancock y cols., 1990).
Recientemente se han encontrado dos enzimas asociadas al aparato de Golgi, ZDHHCY y
GCP16, con gran homologia a las palmitoiltransferasas de S. cerevisiae, que pueden ser las res-
ponsables de la palmitoilacién de Ras (Swarthout y cols., 2005). Sin embargo, considerando que
la expresion de las proteinas Ras es ubicua y que, por el contrario, estas enzimas tienen unos
patrones de expresion muy limitados, es posible que existan otras enzimas que posean actividad

palmitoiltransferasa para Ras.
D. Adicién de una cola polibasica

En el caso de K-Ras4B no es necesaria la palmitoilacion ya que se une a la membrana me-
diante una cola polibasica rica en lisina localizada en la region HVR (Chen y cols., 2000; James y

cols., 1995).
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4. Transporte y localizacion en la membrana

Las diferencias post-traduccionales que existen entre las distintas isoformas de Ras, mar-
can también diferencias en el transporte y la localizaciéon de estas proteinas en la membrana
plasmatica. El mecanismo a través del cual llegan a la membrana plasmatica no esta del todo cla-

ro, aunque se sabe que todas atraviesan el sistema de endomembranas.

La palmitoilacién de H-Ras, N-Ras y K-Ras4A permite su transporte hacia la membrana
plasmatica a través del aparato de Golgi (Apolloni y cols., 2000; Chiu y cols., 2002; Choy y cols.,
1999). Sin embargo, la isoforma K-Ras4B probablemente se dirige a la membrana mediante la
unién con microtubulos aunque esto todavia esta poco estudiado (Plowman y Hancock, 2005;

Plowman y cols., 2005)

Por otro lado la localizacion de Ras en la membrana también depende de estas modifica-
ciones post-traduccionales y cambia segun el estado activo o inactivo de la molécula. Asi se sabe
que H-Ras en su forma inactiva (unida a GDP) esta localizada predominantemente en las caveo-
las de los islotes lipidicos, y que su activacion (unién a GTP) la redirige a zonas desorganizadas
de la membrana (Prior y cols., 2001); N-Ras también se localiza en los islotes lipidicos, pero no
se asocia con caveolas (Matallanas y cols., 2003), y ademas existen evidencias de que N-Ras se
acumula también en la membrana mitocondrial (Rebollo y Martinez, 1999; Wolfman, 2001); por
otro lado, K-Ras se localiza en zonas desorganizadas de la membrana (Roy y cols., 1999), pero
cuando los residuos de serina y treonina presentes también en la cola polibasica son fosforila-
dos, se produce la internalizaciéon de K-Ras4B hacia diferentes endomembranas (Bivona y cols.,

2006).

Esta localizacion de Ras puede regular su proximidad a diferentes tipos de receptores y de
GEFs, provocando que existan diferencias en la susceptibilidad de activacién por distintos esti-
mulos (Cheng y cols., 2001; Xavier y cols., 1998). Por otra parte, en el caso de la estimulacion
por factores de crecimiento, la diferente localizacion de Ras también determina la activacion de
distintos efectores. Por ejemplo, se ha observado que la localizacién de H-Ras en islotes lipidi-
cos es esencial para la activacion de efectores como Raf-1 y fosfatidilinositol 3- cinasa (PI3K)
(Jaumot y cols., 2002; Roy y cols., 1999). Ademas de su localizacién en la membrana plasmatica
se ha descubierto su presencia en el sistema de endomembranas, incluyendo el reticulo endo-
plasmico y el aparato de Golgi (Chiu y cols., 2002). La farnesilacién es una sefial insuficiente pa-
ra el anclaje de las proteinas Ras a la membrana y recientemente se ha sugerido un modelo de

regulacion de la proteina Ras en el cual se asigna un papel fundamental a la reversibilidad de la
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sefial de palmitoilacién que sufren H-Ras y N-Ras (Hancock y cols., 1990; Rocks y cols., 2000;
Rocks y cols., 2005).Cuando las proteinas Ras palmitoiladas unidas a la membrana plasmatica
pierden los restos palmitato, se transportan de forma retrégada desde la membrana plasmatica al
aparato de Golgi, donde encuentran palmitoiltransferasas que le permiten recuperar los grupos
palmitato y regresar a la membrana plasmatica por la via exocitica (Goodwin y cols., 2005). La
tasa de pérdida de la palmitoilacién determina la permanencia de la proteina Ras en la membra-
na y por tanto afecta a su disponibilidad a moléculas efectoras y reguladoras de su activacion.
Ademas, la posibilidad de que moléculas de Ras activado se localicen en el aparato de Golgi da-
rfa lugar a complejos de sefializacion activos en endomembranas celulares (Plowman y Hancock,

2005).

5. Regulacion de Ras

La funcién de las proteinas Ras como interruptores moleculares viene determinada por su
unién a GDP en su estado inactivo, o a GTP en su estado activo (Bourne y cols., 1990; Field y

cols., 1987; Rebollo y Martinez, 1999) (figura 10) .

Inactivo Figura 10. Mecanismo de

activacion de Ras. En el estado

w inactivo, la proteina Ras estd unida a

GDP, pasando al estado activo
mediante el intercambio con GTP

® N catalizado por los factores
intercambiadores de nucle6tidos de

guanina (GEFs). Para pasar al estado

inactivo es necesaria la hidroélisis del

@ GTP mediante las proteinas
Activo activadoras de GTPasa (GAPs),
M liberdandose fosfato inorganico (Pi).

Las proteinas Ras poseen actividad GTPasa e intercambiadora de GDP/GTP intrinseca,

pero estas actividades son tan lentas que serfan insuficientes para realizar su funcién (Santos y
cols., 2002). Por eso es necesaria la actuacién de diversas proteinas que estimulen tanto la hidré-
lisis del GTP unido a Ras para pasar del estado activo al inactivo, como el intercambio de GDP
por GTP para su activacion. Estas proteinas son las proteinas activadoras de GTPasa o GAPs

(GTPase activating proteins) (Trahey y McCormick, 1987) y las proteinas intercambiadoras de nu-
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cle6tidos de guanina GDP/GTP o GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors)(Wolfman y Maca-
ra, 1990).

A. Factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina (GEFs)

Los GEFs promueven el paso al estado activo de Ras (Ras-GTP) aumentando la veloci-
dad de intercambio de GDP por GTP, al provocarse un cambio alostérico en dos regiones clave
de la GTPasa, interruptor I e interruptor 11, y permitiendo la unién de proteinas efectoras al in-

terruptor I (Boriack-Sjodin y cols., 1998).

En células de mamiferos se han encontrado numerosas proteinas que muestran actividad
intercambiadora de nucle6tidos de guanina hacia Ras: Sos (Son of sevenless), Ras-GRF, Ras-GRP y
CNrasGEF (Boguski y McCormick, 1993; Boriack-Sjodin y cols., 1998; Ebinu y cols., 1998;
Pham y cols., 2000). Todos los RasGEF estan compuestos por dominios modulares conserva-
dos y secuencialmente organizados. Hay dos tipos de dominios que siempre estan presentes en
los GEFs activadores de Ras: el motivo de intercambio de Ras (REM, Ras Exchange Motif) y la
regiéon con actividad catalitica o dominio homoélogo a CDC25 (CDC25-H). La actividad de am-
bos dominios, junto con la presencia de otra serie de dominios presentes en otros GEFs, deter-
mina la especificidad de la activaciéon de Ras mediada por GEFs en funcién de los diferentes
estimulos. Mientras que algunos RasGEFs se expresan ubicuamente, otros son especificos de
determinadas etapas del desarrollo o de diferentes tejidos (Cen y cols., 1992; Fam y cols., 1997,

Smith y cols., 2000; Wei y cols., 1994).

El principal GEF activador de Ras es Sos. En mamiferos la familia de Sos tiene dos
miembros, Sos 1 y Sos 2, que se expresan ubicuamente y comparten un 70% de homologfa (la
menor homologia corresponde a la region C-terminal) (Chardin y cols., 1993). A pesar de sus
similitudes, la funcionalidad de las dos isoformas es muy diferente: mientras los animales KO de
Sos 1 mueren en el dtero a mitad de la gestacion debido a una malformacion en la placenta
(Qian y cols., 2000), los KO de Sos 2 son perfectamente viables (Esteban y cols., 2000). Ademas
de los dominios REM y CDC25-H, en el extremo C-terminal existe una regioén rica en prolina

que se une a los dominios SH3 (Src homology 3) de las proteinas adaptadoras, como por ejem-

plo Grb2.

El mecanismo por el cual la proteina Sos activa a la proteina Ras esta muy bien caracteri-
zado (Boriack-Sjodin y cols., 1998; Quilliam y cols., 2002). En células en reposo, Sos 1 esta aso-

ciada de forma estable al dominio SH3 de la proteina adaptadora Grb2. Tras la estimulacion, el
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complejo Sos-Grb2 es secuestrado hacia la membrana plasmatica e interacciona con el receptor
RTK activado mediante los dominios SH2 de Grb2, que se unen especificamente a residuos de
tirosina fosforilados; asi se produce la translocaciéon de Sos a la membrana plasmatica, donde
esta mas cercano a Ras y puede activarlo estimulando el intercambio de GDP por GTP median-
te un dominio catalitico de 200 aminoacidos situado en la regién central de la proteina, con acti-
vidad intercambiadora de nucleétidos de guanina (Bar-Sagi y Hall, 2000; Schlessinger, 1993;
Schlessinger y Bar-Sagi, 1994). Existe otro mecanismo para la activaciéon de Ras por el complejo
Grb2-Sos mediante la activacion de la tirosina cinasa PYK2 por proteinas G reguladas por Ca?*.
La tirosina cinasa PYK2 activa se une a la tirosina cinasa Src y la fosforila pudiendose unir a

Grb2-Sos y activar Ras (Avraham y cols., 2000).
B. Proteinas activadoras de GTPasas (GAPs)

Las GAPs son reguladores negativos de la proteina Ras que estimulan la hidrélisis del
GTP unido a la molécula, provocando un cambio de conformacién que inactiva Ras
(Wittinghofer y cols., 1997). Aunque se cree que existe una activacion constitutiva de estas pro-
teinas, no se conoce muy bien el mecanismo que las regula. Estudios recientes muestran que las

GAPs tienen también un papel como efectores de Ras (Apolloni y cols., 2000; Bar-Sagi, 2001).

En mamiferos se han encontrado al menos seis GAPs diferentes siendo los dos primeros
los mas importantes: p120-GAP, la proteina de la neurofibromatosis tipo I o NF1 (Ballester y
cols., 1990; Martin y cols., 1990), GAP1m, GAP1IP4BP (Mackawa y cols., 1994), IQGAP1115
(Weissbach y cols., 1994) y Syn GAP (Chen y cols., 1998). Todos los RasGAP tienen un nucleo
comun de unos 250 aminoacidos, denominado dominio catalitico. Este dominio tiene un moti-
vo invariable Phe-Leu-Arg en la regiéon mas conservada cuya mutaciéon da lugar a una proteina
que puede unirse a Ras, pero es deficiente en el proceso de catilisis para inactivar a Ras.

(Bernards y Settleman, 2004).

6. Efectores de Ras

En un principio se pensé que tras su activacioén, Ras iniciaba una cascada lineal de senali-
zacion mediante cinasas citoplasmaticas que comunicaban la membrana celular con el nucleo.
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que hay una gran variedad de vias de sefializa-
cion de Ras (Herrmann, 2003; Rodriguez-Viciana y cols., 2004)(figura 11). Las proteinas efecto-
ras de Ras tienen gran afinidad por Ras-GTP; sin embargo, la idea de que Ras-GDP no tiene

ningun papel funcional esta cambiando, ya que también puede interaccionar con varios efectores
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y modular distintas cascadas de sefializacion intracelular (Singh y cols., 2005). Por ejemplo, Ras-
GDP puede unir el factor transcripcional Aiolos, modulando su translocacién al nicleo y la ex-
presion del factor anti-apoptotico BCL-2 (Romero y cols., 1999). Recientemente se ha descrito
la posibilidad de que la proteina Ras pueda sefializar en otros compartimentos celulares aparte
de la membrana plasmatica como pueden ser el reticulo endoplasmico (Arozarena y cols., 2004;
Goetz y cols., 2007; Mor y Philips, 2000), el aparato de Golgi (Chiu y cols., 2002), los endoso-
mas (Sorkin, 2001) y la mitocondria (Goetz y cols., 2007; Mor y Philips, 2006; Rebollo y Marti-
nez, 1999).

Los efectores de Ras se caracterizan por presentar un dominio de unién a Ras (RBD: Ras-
binding domain), formado por unos 100 aminoacidos con una estructura terciaria del tipo oo
(Herrmann, 2003), que explica el modo similar de interaccion de Ras con los diferentes domi-
nios RBD. Hasta la fecha se han descrito tres tipos diferentes: el dominio de uniéon a Ras de Raf
o Tiam]1, el dominio de unién a Ras de la subunidad catalitica de la PI3K tipo I y los dominios

de asociacion a Ras encontrados en los demas efectores (Ponting y Benjamin, 1996).

Los principales efectores de Ras se muestran en la figura 11, y pueden agruparse en:
GEFs, GAPs, protein cinasas, cinasas de lipidos, y otros. En nuestro estudio nos hemos centra-

do en las rutas de sefializacion de MEK1/2 - Erk1/2y de PI3K - Akt.
A. Proteinas cinasas reguladas por sefiales extracelulares (Ruta de MEK 1/2 y Erk 1/2)

Erk 1/2 (Extracellular signal-regulated kinases) pertenece a la familia de las MAPK y su ruta es
activada por una gran variedad de receptores, entre los que figuran los RTKs, integrinas y cana-
les i6nicos. Tienen un peso molecular de 44 y 42 kDa respectivamente, por lo que también se les
conoce con el nombre de p44/p42 MAPK. Los componentes especificos de la cascada, sobre
todo los primeros pasos que suceden después de la estimulacion, pueden variar dependiendo del
estimulo. Estas proteinas estan implicadas en procesos de proliferacion y diferenciacion celular,
reorganizacion del citoesqueleto de actina y migracion celular, y también participan en la res-

puesta al estrés y a la muerte celular (Johnson y Lapadat, 2002).

La proteina Ras unida a GTP puede activar a la serina- treonina cinasa Raf (Geyer y Wit-
tinghofer, 1997) por un mecanismo complejo y poco conocido que produce la traslocaciéon de
Raf a la membrana de la célula. Una vez localizada en la membrana plasmatica, la actividad de
Raf se regula por fosforilacion (Chong y cols., 2003). Entre las proteinas que pueden fosforilar

Raf se encuentran la proteina cinasa C (PKC) (Kolch y cols., 1993), la proteina cinasa A (PKA)
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Figura 11. Efectores de Ras . Los principales efectores de Ras son PI3K/Akt y Raf/Erk.
Otros efectores (Rac-GEF, RALGDS, RGL y RGL2) son GEFs de GTPasas cercanas a

Ras. Ademas puede activar la fosfolipasa Ce que regula parte de la sefializacion por calcio

(Yamazaki y Yazaki, 2000) y Akt (Guan y cols., 2000). Raf activo se une y fosforila a las cinasas
de especificidad dual MEK1/2, las cuales a su vez fosforilan a Erk1/2 en residuos de treonina y
tirosina que se encuentran entre los dominios VII y VIII del lazo de activacién de la cinasa
(Hallberg y cols., 1994). Los sustratos de Erk1/2 se encuentran en diferentes compartimentos
celulares, entre ellos se encuentran proteinas integrales de membrana (receptor de TNFa
CD120A, 1a tirosina cinasa Syk, el receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR y la pro-
teina calnexina) (Roux y Blenis, 2004), sustratos nucleares (factores de transcricion Elk1l, MEF2,
c-Fos, c-Myc y STAT3) (Frodin y Gammeltoft, 1999) y proteinas del citoesqueleto (MAP2 y
paxilina)(Ku y Meier, 2000), y algunas proteinas cinasas (RSK, MSKs y otras MAPK o MNK05)

(Roux y cols., 2004) (figura 12).
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Ademas, Erk 1/2 ejerce otras acciones fuera del nucleo que pueden contribuir a las res-
puestas proliferativas. Gran parte del Erk 1/2 activado se encuentra unido al citoesqueleto, lo
cual puede ayudar a la regulaciéon de la estructura celular (Reszka y cols., 1995). También se ha
visto que es necesaria una actividad basal de Erk 1/2 para el mantenimiento de las interacciones

celulares con la matriz extracelular (Lu y cols., 1998) (Reszka y cols., 1995; Seger y Krebs, 1995).

Proteinas integrales
de membrana

Proteina cinasa

Factores de transcripcion

| o) o) vl (o) () () () (o) |

Figura 12. Via de MAPK/Erk 1/2. Las MAPK son proteinas que se fosforilan en cascada
para activarse: MAPKKK (Raf), MAPKK (MEK1/2) y MAPK (Erk 1/2).

Finalmente, la via de Ras-MEK-Erk puede disminuir la expresion de los receptores de TGF-f3,

inhibiendo la acumulacién de Smads en el nucleo (Kretzschmar y cols., 1999).
B. Fosfatidil inositol 3-cinasa ( Ruta de PI3K/ Akt)

Las PI3Ks son cinasas de lipidos que fosforilan la posicion 3’-OH del anillo inositol de los
fosfatidil inositoles (PtdIns) y de algunos fosfoinositidos (PI). Todos los miembros de la familia
de PI3K presentan un dominio cinasa homoélogo-PI3K y una cola carboxilo terminal altamente
conservada (Kuruvilla y Schreiber, 1999). Estructuralmente, la PI3K presenta dos subunidades

de diferente peso molecular, p85 o reguladora y p110 o catalitica. En células de mamiferos, la
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familia de PI3K esta dividida en 3 clases de acuerdo con su homologia de secuencia y su prefe-
rencia de sustrato (Fruman y cols., 1998; Vanhaesebroeck y Waterfield, 1999). La clase I de
PI3Ks es activada por RTK (clase Ia) y receptores acoplados a proteinas G (clase Ib) y ademas
es la tnica que puede ser activada por Ras mediante interaccion directa con el dominio RBD de
la subunidad catalitica (Downward, 1998). Genera fosfoinositol 3-fosfato (PI3P), fosfoinositol
3,4-bistosfato (PI3,4P,) y fosfoinositol 3,4,5-trifosfato (P13,4,5P3) (Wymann y cols., 2003). Es-
tos lipidos especiales dirigen a la membrana plasmatica proteinas con dominios homoélogos a
pleckstrina (PH), como por ejemplo Akt y PDKI1 (cinasa 1 dependiente de fosfoinositol)
(Rameh y cols., 1997; Vanhaesebroeck y Waterfield, 1999) pudiendo modificar alostéricamente
la actividad de la proteina o inducir su recolocacién en zonas localizadas de la membrana para
inducir su activacion. Ademas, las PI3Ks de clase I son serina- treonina cinasas capaces de fos-
forilar residuos localizados de otras proteinas regulando su actividad (Vanhaesebroeck y cols.,
1997). Un gran nimero de receptores de membrana, citocinas y uniones celulares con la matriz
extracelular pueden activar la PI3K de clase I, lo cual muestra su implicacién en numerosos pro-
cesos celulares, tales como el crecimiento, la motilidad, la adhesiéon y la supervivencia celular

(Coelho y Leevers, 2000) (figura 13).

PIP2 PIP3

‘ PKB/AKT

D EE o

Bop Traducciéon

Ciclo celular l(eparaci('m del DNAI

Figura 13. Via de PI3K/Akt. La PI3K consta de 2 subunidades (p85 y p110), cuando se activa fosforila
el fosfoinositol bi- fosfato (PIP2) transformandolo en fosfoinositol tri-fosfato (PIP3) que activa a Akt y
PDK1.
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El principal efector de la PI3K es Akt, identificado en 1991 bajo 3 nombres diferentes:
PKB, RACPK y Akt (Marte y Downward, 1997). Akt es una serina treonina cinasa con un do-
minio PH amino terminal de unién a fosfoinositoles fosforilados en posiciéon D3, un dominio
cinasa y un dominio regulador C-terminal hidrofébico (HM), que parece que proporciona un
sitio de unién para la cinasa PDK1 (Scheid y Woodgett, 2003). Para la completa activacion de la
proteina es necesaria la fosforilacion de los residuos Thr308 en el dominio cinasa, y Ser473 en el
extremo C-terminal (Vanhaesebroeck y Waterfield, 1999). El proceso de activaciéon de Akt con-
lleva dos pasos importantes: la unioén a la membrana plasmatica y la fosforilacion. Después de la
activacion de la PI3K y la produccién de PI3,4,5P; y PI13,4P;, Akt es llevado a la membrana
plasmatica donde se une a los fosfoinositoles a través del dominio PH (Franke y cols., 1997). El
residuo Thr308, situado en el lazo de activacion del dominio catalitico, es fosforilado por otra
proteina que contiene otro dominio PH, PDK1 (Alessi, 2001). Para una maxima activacion es
necesaria una segunda fosforilacion en el residuo de Ser473, situado en el dominio HM
(Vanhaesebroeck y Alessi, 2000); no se conoce muy bien quién lleva a cabo esta fosforilacion,
aunque se cree que podria ser PDKI1, o bien una integrina ligada a cinasa, o bien un proceso de
autofosforilacién por el propio Akt o la cinasa mTor (Coffer y cols., 1998; Datta y cols., 1999;
Galetic y cols., 1999; Hresko y Mueckler, 2005; Kandel y Hay, 1999; Sarbassov y cols., 2005). La
fosforilacion de Akt en la Ser473 conduce a su activacion total; Akt puede fosforilar un gran
namero de sustratos, tanto en el citoplasma como en el nucleo, implicados en la regulacién de
funciones celulares como el crecimiento celular y la supervivencia, el metabolismo de la glucosa
y la traduccion de proteinas (figura 13) (Altiok y cols., 1999; Datta y cols., 1999; Galetic y cols.,
1999; Montagnani y cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Zimmermann y Moelling, 1999).

7. Relevancia clinica de Ras

Desde el descubrimiento en los afios 80 de los genes ras como protooncogenes, han sido
numerosos los avances en el conocimiento de su funcién normal y patolégica. Ademas de su
implicacién en diferentes tipos de canceres en los que existen mutaciones en las distintas isofor-
mas de Ras, en los afios 90 se han descubierto numerosos desordenes del desarrollo relaciona-
dos con una sefalizaciéon defectuosa de Ras, agrupados bajo el nombre de sindromes cardio-

facio-cutaneos (Aoki y cols., 2008)(figura 14).

La via de sefalizaciéon de Ras esta implicada en la patogénesis renal ya que a través de
ella se puede inducir la proliferacion de las células mesangiales y los fibroblastos, células implica-

das en la sintesis de MEC bajo condiciones fisioldgicas y fisiopatologicas. Recientemente, en
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Rifién 0% 1% 0%
Higado 0% 8% 10% Figura 14. Enfermedades producidas por mutaciones
de Ras y sus vias de sefalizacion. ALPS: sidrome
Pulmén 1% 19% 1% linfoproliferativo autoinmune;CFC: sindrome cardio-facio-
cutineo; CM-AVM: malformacién capilar-malformacion
Melano- % 2% 18% arterio venosa; NF1: neurofibromatosis tipo 1. Tabla
fie) procedente de Karnoub y Weinberg (2008). Esquema
Leucemia 0% . 4% modificado de Denayer y cols. (2008).
mieloide
Opvario 0% 17% 4%
Pincreas 0% 60% 2%
Tiroides 5% 4% 7%

nuestro grupo de investigacion hemos observado un aumento en la activaciéon de Ras, Erk y Akt
tras la induccion de fibrosis tabulo-intersticial mediante obstruccién ureteral unilateral en rato-
nes (Rodriguez-Pena y cols., 2008). Por otro lado, en fibroblastos dobles KO de H y N-Ras
hemos observado una mayor producciéon de MEC (Martinez-Salgado y cols., 2000).
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Objetivos

El objetivo general de este Proyecto de Tesis Doctoral es el estudio del papel de las
isoformas H-Ras y N-Ras en diferentes procesos implicados en la fibrosis: produccién de

MEC, proliferaciéon y migracion celular.

Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos concretos:

e Analizar si la ausencia de las isoformas H y N-Ras modifica la acumulaciéon de MEC

y la proliferacion celular mediada por TGF-B1.

e Evaluar si la movilidad de los fibroblastos zz vitro se modifica en ausencia de H y de

N-Ras.

e Estudiar si la posible participacion de las vias de MAPK/Erk y PI3K/Akt en la sin-
tesis de MEC, la proliferacion celular y en la migracion de fibroblastos zz vitro es de-

pendiente de las isoformas H- y N-Ras.
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Materiales y métodos

MATERIALES

1. Reactivos y material de plastico

CASA COMERCIAL

PRODUCTO

American radiolabelled chemical
(St. Louis, MO, USA)

[*H] prolina (actividad especifica 40 Ci/mmol, 1mCi/ml)

BioRad
(Madrid, Espafia)

Acrilamida y bis-acrilamida

Kit colorimétrico de determinaciéon de proteinas (Bio-Rad D. protein assay)

Membranas de nitrocelulosa (0,45 um de tamafio de poro)

Bio Whittaker Laboratorios
(Batcelona, Espafia)

Medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle s Medium (DMEM)

Solucién tripsina-EDTA
Penicilina
Sulfato de estreptomicina

Cambrex Bio Science

(Milan, Italia)

Agarosa

Chemicon Internacional (Barcelona,
Espafia)

RE-Blot Plus western blot recycling kit

Fermentas
(Madrid, Espafia)

Matrcador de peso molecular para western-blot

Fuji photo film
(Barcelona, Espafia)

Pelicula para autorradiograffa (Fuji Photo Film Super RX)

Gibco Invitrogene
(Batcelona, Espafia)

Suero bovino fetal (SBF)
Marcador de peso molecular para ADN

Knittel Glaser
(Braunschweig, Alemania)

Cubreobjetos (20 X 20)
Portaobjetos

Merck
(Madrid, Espafia)

Acido ascorbico
Acido perclérico
B-metcaptoetanol
Glutaraldehido
Isopropanol
Metanol

Millipore corporation
(Madrid, Espafia)

Filtros de esterilizacion Stericup
Solucién de revelado (ECL)
Membrana de PVDF

Molecular Research Center Inc.
(Madrid, Espafia)

Tri-Reagent

Nacional Diagnostics
(Atlanta, Georgia)

Liquido de centelleo Ecoscint A
Viales de polietileno

Nestlé
(Barcelona, Espafia)

Leche en polvo desnatada

Nunc
(Roskilde, Dinamarca)

Raspador de células de 25 cm
Tubos de centrifuga de diferentes volimenes
Acido acético

Panreac
(Barcelona, Espafia)

Cristal violeta
Glicina
Acido tricloroacético

(Madrid, Espafia)

Prolabo .
(Paris, Francia) Glicerol
Promega Retrotranscriptasa, M-MLV Reverse transcriptase

Inhibidor de RN Aasas, RNasin Ribonuclease inhibitor

R&D Systems
(Madrid, Espafia)

Factor de crecimiento transformante (TGF B 1) recombinante humano

Roche Applied Science
(Barcelona, Espafia)

Taq polimerasa, Taq FastStart DNA polymerase
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ADN de timo de ternera

Albumina sérica bovina fraccién V (BSA)
Anfotericina B

Aprotinina

Azida sodica

Azul de bromofenol

Azul tripan

B-aminopropionitrilo

Cloruro sédico

Cloruro calcico

Difenilamina

Dimetilsulféxido (DMSO)

Dodecil sulfato sédico (SDS)
Espermina
Etilén-diamino-tetraacético (EDTA)
Fluoruro sédico

Hoestch 33258

Igepal CA-630

Sigma- Aldrich Quimica SA Toduro de propidio
(Madrid, Espafa) KH2PO4
Leupeptina
L-glutamina
Paraformaldehido

Persulfato sddico

Persulfato aménico (APS)
Peroxido de hidrégeno
Fenilmetanosulfonilo (PMSF)
NaCl

NazHPO4

N-etilmaleimida
N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamina (TEMED)
Ortovanadato sodico

Suero de cabra

Sulfato magnésico

Tris base (Ttizma®)

Triton X-100 (NP40)

Tween-20
Yoduro de propidio
Upstate Biotechnology Raf-1 RBD conjugado con agarosa
(Batcelona, Espafia) Tampén MLB 5X

El resto de los reactivos de laboratorio utilizados eran de grado analitico y se obtuvieron

de Sigma (Madrid, Espana) y Merck (Madrid, Espafia).

2. Aparatos y programas

CASA COMERCIAL APARATO/PROGRAMA

Amersham - GE Healthcare

r ™
(Valladolid, Espafia) Hypercassette

Citometro de flujo FacSort
Programa Cell QUEST
Programa Paint-A-gate

Benton-Dickinson
(Madrid, Espafia)

Equipo de western blot Mini-Protean®II

Fuente de alimentaciéon para electroforesis y transferencia Power
Pac 3000

Programa Quantity One

Termociclador MyCycler™

Transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc

BioRad
(Madrid, Espafia)
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BIO-TEK Instrument
(Bedfordshire, Reino Unido)

Cultek S.L.
(Madrid, Espafia)

Kodak
(Madrid, Espafia)
NanoDrop Technologies
( Wilmington,DE, EEUU)
Nikon
(Tokio, Japon)

Scion corporation
(Frederick, Maryland, EEUU)
SPSS Inc.
(Chicago, Illinois, EEUU)
Thermo
(Madrid, Espafia)
Zeiss

(Madrid, Espafia)

3. Anticuerpos

Lector de placas de ELISA EL800
Programa KC Junior

Campana de flujo laminar TC-48 Gelaire

Campana de flujo laminar vertical Microflow ILaminar Flow
Workstation

Miquina de revelado M35 X-OMAT Processor

Nanodrop R Spectrophotometer ND-1000

Microscopio 6ptico invertido de contraste de fases 2 EL WD 0.3
Programa Scion Image

Programa SPSS

Incubador celular Forma Scientific 3111

Microscopio de fluorescencia invertido Axiovert 200 M
Programa AxioVision Rel. 4.6

CASA COMERCIAL ANTICUERPO PROCEDENCIA ESPECIFICIDAD
Abnova . .
(HeieBers Alemants) Anti-K-Ras monoclonal Ratén Hombre
Calbiochem-Merk . ,
(E e S m— Anti-p53 monoclonal Ratén Hombre
Cell Signalling
Technology Anti-fosfo-Akt policlonal Conejo Hombre
(Barcelona, Espafia)
BioRad Anticuerpos secundarios Cabra Conejo

(Madrid, Espafia)

conjugados con peroxidasa

de rabano Cabra Ratén
O ———— Anti-fibronectina policlonal Conejo Ratén
(Temecula, CA, USA) Anti-colageno I policlonal Conejo Ratén
Anti-Akt policlonal Conejo Ratén
Anti-Erk policlonal Conejo Rata
Santa Cruz Anti-fosfo-Erk monoclonal Ratén Hombre
(Madrid, Espafia)
Anti-H-Ras policlonal Conejo Hombre
Anti-N-Ras policlonal Conejo Hombre
Sigma-Aldrich Anti-o.SMA lonal Ratén Raton
(Madtid, Espafia) nti-o- monoclona ato ato
Upstate Biotechnology Anti-Ras monoclonal Raton Hombre

(Barcelona, Espafia)
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4. Oligonucledtidos

Todos los oligonucledtidos provienen de la casa comercial Isogen (Barcelona, Espafia) y

se reconstituyeron en tampon Tris-EDTA (TE, Tris 10mM pH=8, EDTA 1mM) autoclavado y

filtrado a una concentracién de 1 pug/plL.

Proteina
H-Ras
K-Ras4A
K-Ras4B
N-Ras
Colageno I
GAPDH

Fibronectina

Oligo 3’ (directo)
5-AAGCTTGTGGTGGTGGGCGCTAAAGGC-3
5-AGTACGACCCTACGATAGAGGACTCCT-3’
5-AGTACGACCCTACGATAGAGGACTCCT-3’
5-CCAGGATTCTTACCGAAAGCAAGTGGTG-3
5“TGTTGCTGAAAGAC ACC TCG T-3'

5- TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTG GC -3’

5-ATG TGG ACC CCT CCT GAT AGT-3’

Oligo 5’ (inverso)
5-CTTTCACCCGCTTGATCTGCTCCCTGTACT-3’
5-CAATCTGTACTGTCGGATCTCTCTCACC-3’
5-CTAATGTATAGAAGGCATCGTCAACACCC-3’
5-CCTGTAGAGGTTAATATCTGCAAATG-3
5-CCTCCCATGTTAAATAGCACC T-3'
5-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’

5°-GCC CAG TGA CAG CAA AGG-37
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METODOS

1. Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos inmortalizados procedentes de embriones de ratones KO de H-
Ras (H-ras/-) y N-Ras (N-ras/-), y sus respectivos controles (WT). Estos fibroblastos han sido
generados por el equipo de investigacion del Dr. Eugenio Santos, Director del Centro de Inves-

tigacion del Cancer (CIC) de Salamanca (Castellano y cols., 2007).

Los fibroblastos se sembraron en placas de cultivo de 100 mm de diametro, con medio de
cultivo DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) inactivado a 56 °C durante
30 minutos, L-glutamina 1 mM, penicilina 500 U/ml, estreptomicina 50 mg/ml y anfotericina B
2,5 mg/ml. Las células se mantuvieron en un incubador a una temperatura de 37 °C con una
atmésfera de 5% de CO2 /95% aire. Las manipulaciones que requitieron ambiente estéril se rea-

lizaron en campanas de flujo laminar vertical.
A. Tripsinizacion

Cuando las placas alcanzaron un 80-90% de confluencia, se retiré el medio de cultivo y se
afladi6 a cada placa 10 ml de solucioén salina tamponada (PBS, phosphate buffered saline: NaCl 139
mM; Na;HPOy 5,17 mM; KHoPO4 2,6mM) a 37 °C para eliminar los restos de medio de cultivo;
a continuacion se retiré el PBS y se despegaron las células de la placa de cultivo tras un trata-
miento con 2 ml de tripsina-EDTA (0,5 g/L tripsina- 0,2g/L. EDTA) durante 2 minutos a 37°C;
seguidamente, se anadieron 10 ml de medio de cultivo frio para inactivar la tripsina, se recogié
todo en un tubo falcon y se centrifugd a 600g durante 3 minutos. Se retiré el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado celular en el volumen deseado, dependiendo del tipo de experimento

a realizar.
B. Congelaciéon y descongelacion de células

Las células que no se utilizaron inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido en un
criogenizador a —190 °C. Cuando las placas de cultivo de 100 mm alcanzaron un 80-90% de
confluencia se tripsinizaron como se ha descrito anteriormente. Después de la centrifugacion,
las células se resuspendieron en un medio de cultivo con 20% de SBF y 10% de dimetilsulféxido

(DMSO) y se trasladaron a un criovial. Antes de introducirlas en el criogenizador, las células su-
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fren una congelacion paulatina (2 horas a —20°C, 12 horas a —80°C) para evitar la formacién de

cristales intracelulares que dafien a la célula durante el proceso de congelacion.

La descongelacion de las células se realizé en un bafio a 37°C, y fue lo mas rapida posi-
ble, ya que el DMSO es téxico para las células. Las células se trasladaron a un tubo falcon con
20 ml de medio DMEM suplementado con un 20% de SBF y se centrifugaron a 600 g durante 3
minutos. El precipitado celular se resuspendié en medio DMEM con 20% de SBF y se volvi6 a
centrifugar. Finalmente, resuspendimos el precipitado en medio DMEM con 10% de SBF y

sembramos una placa de 100 mm de diametro por cada vial descongelado.
C. Recuento del nimero de células.

Para la realizacion de algunos experimentos se cuantificé el nimero de células antes de la

siembra. Para ello utilizamos una camara de Neubauer (figura 15). Después de tripsinizar y re-
suspender las células en medio de cultivo, se recogieron 100 pL de la suspension celular y se

mezclaron con 100 pLL de azul trypan (0,4% en PBS) durante 5 minutos. El azul trypan, utiliza-
do para determinar la viabilidad celular, es un colorante que se introduce en las células que pre-
sentan roturas en su membrana. Las células que aparecen claramente de color azul son conside-
radas no viables. Se colocod una gota de la suspension celular mezclada con el colorante en la
camara de Neubauer y se contaron las células vivas. Se realizaron los calculos correspondientes
para obtener finalmente el nimero de células por mililitro de suspension celular y se calculé el
volumen de suspension celular necesario para sembrar el nimero de células deseadas para cada

experimento.

A .
i
i i
A B
e n =
L D
w17 mm” W00 rrew”

Figura 15. Camara de Neubauer. Portaobjetos de cristal con una depresion central de
0.1 mm, en el fondo de la cual hay una cuadricula de 3 x 3 mm con una separacion entre las
lineas consecutivas de 0.25 mm.
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D. Grupos experimentales

Para la caracterizacion de las células, los fibroblastos se cultivaron en medio DMEM su-
plementado con 10% de SBF. Cuando alcazaron el 80-90% de confluencia se procedi6 a la ex-

traccion de ARN mensajero (ARNm) o proteinas, segin se describe mas adelante.

Para el resto de los estudios, las células se sembraron en medio DMEM con 10% de SBF.
Al llegar a subconfluencia, se deplectaron de SBF: se retir6 el medio de cultivo con 10% de SBF,
se lavo con PBS y se anadié medio con 0,5% de SBF durante 24 horas. Posteriormente, se trata-
ron con TGF-f1 1 ng/ml o se mantuvieron en medio con 0,5% de SBF durante 24 horas
(condiciones basales). Para comprobar la implicacién de las rutas PI3K-Akt y MAPK-Erk se

realiz6, previamente al tratamiento con TGF-B1, una preincubacion durante 30 minutos con un

inhibidor de la PI3K, 1.Y294002 20uM, o con un inhibidor de MEK, U0126 20uM (tabla 3).

Basal DMEM 0.5% SBF 24h
T1 TGF-B1 1ng/ml en DMEM 0.5% SBF 24h
uo U0126 20uM en DMEM 0.5% SBF 24h
Pre-incubacion con U0126 20uM 30min y TGF-B1 1ng/ml 24h en DMEM 0.5%
U0 + TGF-f31
SBF
LY 1.Y294002 20 uM en DMEM 0.5% SBF 24h
Pre-incubacién con LY294002 20 uM 30min y TGF-B1 1ng/ml 24h en DMEM
LY + TGF-f1

0.5% SBF

Tabla 3. Resumen de los diferentes tratamientos utilizados en este estudio.

2. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

La preparaciéon y tincion del ADN se realizé mediante la técnica de Vindelov y cols
(1983). Los fibroblastos se cultivaron en placas de 100 mm de diametro con medio DMEM co-
mo se describi6 en el apartado 1. Cuando las placas alcanzaron entre un 80 y un 90% de con-
fluencia se retir6 el medio de cultivo y se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente, las células
se despegaron mediante tripsinizaciéon y se lavaron varias veces con PBS para eliminar los restos
de medio de cultivo. Finalmente las células se resuspendieron en PBS a una concentraciéon de

unas 106 células/ml.
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Adquisicion y analisis de los datos

Los tubos con las células se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con
1,8 ml de una soluciéon A (tabla 4), que contenia tripsina y el detergente Nonidet p40 (NP40),
con el fin de romper la membrana citoplasmatica y digerir el contenido proteico de la célula.
Posteriormente, se realiz6 una nueva incubacién durante 10 minutos a temperatura ambiente
con 1,5 ml de solucién B (tabla 4), que contenia un inhibidor de tripsina y ARNasas, con el fin
de romper el ARN. A continuacion, se afadieron 1,5 ml de solucién C (tabla 4), compuesta por
yoduro de propidio a una concentracion de 0,416 g/1 que se une a la doble hélice de ADN y se
incub6 de nuevo durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Terminadas estas
incubaciones las células fueron introducidas en un citémetro de flujo FacSort. Tanto la adquisi-
cién de los datos como el andlisis de los resultados se llevaron a cabo empleando los programas

informaticos Cel// QUEST'y Paint-A-gate respectivamente.

Solucién Composicién Concentracién
Solucion A* Tripsina 60 mg/1
ARNasa 1g/1
Solucion B*
Inhibidor de tripsina 0,2 g/1
Solucién C* Yoduro de propidio 0,416 g/1
Trishidroximetilaminometano 0,5 mM
., Citrato trisédico 3,4 mM
Solucién madre (pH 7.6)
NP40 0,1%
Espermina 1,5 mM

Tabla 4. Composicion de las soluciones empleadas en la tincion del DNA para la deteccion de las
diferentes fases del ciclo celular. (*) diluido en solucién madre.
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3. Medida del tamaifio celular

Para medir el tamano de las células se utilizaron dos técnicas diferentes:
A. Microscopia 6ptica

Los fibroblastos se cultivaron en placas de 60 mm de didmetro a baja densidad celular,
para permitir observar células individualizadas. Mediante un microscopio de contraste de fases
termostatizado a 37°C y una concentracion de COz del 5%, se realizaron varias microfotografias
con un aumento de 200X. Una vez realizadas las microfotografias, se cuantificé la superficie

plana de cada célula utilizando el programa Axiol Zsion Rel. 4.6.
B. Citometria de flujo

Las células se sembraron como habitualmente en placas de 100 mm de diametro. Cuando
estuvieron semiconfluentes, se tripsinizaron como se menciona en el apartado 1A, recolectando-
se en un tubo falcon de 50 ml. Se lavaron varias veces con PBS 1X y finalmente el pellet se re-
suspendi6 en 1 ml de PBS 1X| evitando la formacién de grumos. A continuacion las células se
introdujeron en el citbmetro de flujo y los datos obtenidos fueron analizados mediante los pro-
gramas Ce/l QUEST'y Paint-A-gate . Para analizar el tamano celular medimos el “Foward Scat-

ter” (FSC) que es una medida proporcional al tamafno de la particula que produce la dispersion

(figura 16).
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Figura 16. Esquema representativo de los datos obtenidos en el citometro. A la izquierda, diagrama
en el que se enfrenta la morfologfa celular (SSC) contra el tamafio (FSC) y que se utiliza para eligir una
poblacién homogénea de células y evitar los grumos o fragmentos celulares. A la derecha, histograma que
representa el nimero de células (counts) con un determinado tamafio celular correspondientes a la
poblacion elegida anteriormente.

55



Materiales y métodos

4. Cuantificacion del nimero de células mediante la tincion con cristal vio-
leta.

La técnica se basa en la capacidad del colorante cristal violeta de tefiir los nuicleos celula-
res, pudiendo establecerse una relacion directa entre la cantidad de nucleos existentes y la canti-

dad de cristal violeta fijado segin el método descrito por Drysdale y cols. (1983).

Los experimentos se llevaron a cabo en placas de 24 pocillos. Los fibroblastos se sembra-
ron a una densidad de 9000 células/pocillo en medio DMEM con 10% de SBF. Al difa siguiente
se deplectaron de SBF. Postetiormente, se trataron con TGF-f1 Ing/ml 6 con los inhibidores

de Erk y Akt durante 24 horas como se detall6 anteriormente.
Fijacion de las células y tincién de los nucleos

Una vez finalizado el tratamiento las células se lavaron con PBS y se fijaron con glutaral-
dehido al 10% durante 10 minutos. Después de la fijacion se lavé con PBS y se tifieron los na-
cleos con 300 pl de cristal violeta al 0,2% durante 30 minutos en oscuridad. A continuacién, se
lavaron las placas repetidas veces con PBS hasta eliminar completamente el exceso de cristal
violeta. Las placas se dejaron secar durante una noche en oscuridad, y por tltimo se afiadieron 2
ml de acido acético al 10%, se homogeneizé cada pocillo y se ley6 la absorbancia en un espec-
trofotémetro de placas de ELISA a 595 nm y los resultados se analizaron con el programa KC-

Junior. La absorbancia es directamente proporcional al numero de células de cada pocillo.

5. Inmunofluorescencia

La técnica de la inmunofluorescencia se utiliza para determinar la localizacion intracelular
de las moléculas de interés mediante su deteccion con anticuerpos especificos unidos a un fluo-

rocromo fluorescente.

Aproximadamente unos 8000 fibroblastos se sembraron sobre cubreobjetos colocados a

su vez en placas de 35 mm con medio DMEM suplementado con 10% SBF. A las 24 horas se
deplectaron de SBF durante 24 horas y se trataron con TGF-B1 y con los inhibidores de Erk y

Akt durante 24 horas mas, como se describe en la tabla 3.

¢ Fijacion e incubacién con los anticuerpos

Tras el tratamiento, se retird el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS. A conti-

nuacién se anadié 1 mL de paraformaldehido (PFA) al 4% para fijar las células durante 15 minu-
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tos. Los fibroblastos se permeabilizaron para facilitar la entrada de los anticuerpos en la célula
durante 5 minutos con un tampon que contenia 0,1% Triton X-100, 0,2% BSA y 0,05% azida
disueltos en PBS con calcio y magnesio (PBS Ca-Mg: CaCl> 1 mM, MgSO4 1 mM, CINa 0,81%,
PO4H2K 2,6 mM, PO4HNa; 4,1 mM). Posteriormente, se neutralizaron los posibles restos de
PFA con NH4Cl 50 mM y se bloque6 con una solucién que contenfa 10% de suero de cabra.
Trascurridos 30 minutos de bloqueo, las células se tifieron con el anticuerpo primario. Para este
estudio, se utilizé un anticuerpo que reconoce el antigeno de proliferaciéon nuclear Ki67 localiza-
do en el nicleo de todas las células que no estén en fase GO. Se sintetiza en la mitad de la fase
G1 y sus niveles aumentan en las fases S y G2 alcanzando un pico en la fase M y siendo catabo-
lizado rapidamente al final de la fase M. El porcentaje de células tefiidas con Ki67 indica la frac-
cion celular en estado proliferativo (Bryant y cols., 20006). Las células se incubaron con una dilu-
cién 1/50 del anticuerpo primario durante 3 horas y después durante 30 minutos con un anti-
cuerpo secundario de cabra anti-ratén unido al fluorocromo rodamina. Por ultimo, los nuicleos
se tifieron con el colorante Hoechst 33258 1 uM durante 5 minutos. Los cubreobjetos se mon-
taron sobre un portaobjetos utilizando Prolong Gold antifade reagent y se mantuvieron en oscuridad

hasta su visualizacién en el microscopio de fluorescencia.
¢ Cuantificacion

Para la cuantificacién de la inmunofluorescencia se realizaron 5 microfotografias de cinco
campos diferentes por cada cubreobjetos con un objetivo de 50 aumentos con un microscopio
de fluorescencia Zeiss Axiovert 200M utilizando una luz de excitaciéon de 543 nm para la rodami-
na y una de 365 nm para el Hoechst. En cada campo se contaron el numero de células tefiidas
con Hoechst (células totales) y el nimero de células tefiidas con Ki67 (células en proliferacion) y

se extrapol6 el porcentaje de células positivas para Ki67.

6. Western-blot

La técnica del western blot (Towbin y cols., 1979) la hemos utilizado para ver la expresion
de distintas proteinas participantes en la via de sefializaciéon de Ras, en la proliferacién y algunas
proteinas caracteristicas de la MEC. Los fibroblastos se cultivaron en placas de 100 mm con me-
dio DMEM como se describi6 anteriormente; cuando las placas alcanzaron un 80-90% de con-
fluencia se procedi6 a la extracciéon de las proteinas totales de las células o bien se deplectaron
de SBF durante 24 horas, se trataron con TGF-B1 con los inhibidores de Etk y Akt durante 24

horas como se indicé anteriormente.
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¢ Obtencion de extractos proteicos a partir de lisados celulares

Las células se lavaron dos veces con PBS a temperatura ambiente y se lisaron con tampon
de lisis a 4°C (NaCl 140 mM; EDTA 10 mM; glicerol 10%; NP40 1%; Tris base 20 mM pH 7.5),
al que se afadié inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; leupeptina 1 pg/ml; aprotinina 1 pg/
ml). Para el analisis de la expresion de proteinas fosforiladas, los fibroblastos se lisaron con tam-
pon Mg Lysis Buffer (MLB) (HEPES 25 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; Igepal CA-630 1%; desoxi-
colato sodico 0,25%, EDTA 1 mM) al que se afiadi6 glicerol 10%, inhibidores de fosfatasas
(NaF 25 mM; NasVO4 1 mM) e inhibidores de proteasas (leupeptina 1 pg/ml; aprotinina 1 pg/
ml; PMSF 1 mM). Para facilitar su lisis, se incubaron durante 15 minutos a 4°C en estos tampo-
nes. La mezcla se centrifugd durante 20 minutos a 15000g y 4°C. Los precipitados se desecha-
ron, conservandose unicamente los sobrenadantes del lisado celular. Para la cuantificacion de la
cantidad de proteinas totales en los extractos celulares se utilizo el kit comercial DC Protein As-
say, basado en el método de Lowry (Lowry y cols., 1951), segtin las recomendaciones del fabri-
cante, se midi6 la absorbancia a 720 nm en un espectrofotometro de placas, y los resultados se

analizaron con el programa KC-[unior.

¢ Precipitacion de Ras-GTP por afinidad de Raf (“pull-dowrn” de Ras)

Para analizar la expresion de la protefna Ras activada (Ras-GTP) es necesario realizar, an-
tes de la electroforesis, una precipitacioén por afinidad (“pull-down”) con la proteina Raf, a la cual
se une especificamente sélo el Ras unido a GTP. Para ello, entre 0,5-1 mg de proteina del lisado
celular obtenido con tampén de lisis MLB se incub6 con 10 pg de Raf conjugado con agarosa,
en rotacién orbital a 4 °C durante 30 minutos; se centrifugd a 14000g durante 5 segundos a 4°C
y retiramos el sobrenadante. L.as moléculas de Ras activado se unen a Raf, mientras que el resto
de proteinas quedan en el sobrenadante que se desecha. El precipitado se lavé varias veces con
tampén de lisis MLB y finalmente se resuspendié en tampon de carga Laemmli 2x (-
mercaptoetanol 2%; SDS 40 g/L; glicerol 20% y azul de bromofenol 0,1 mg/L en Tris 0,5M

mM pH 6,8). La mezcla se incub6 a 100°C durante 5 minutos, y se cargo en la electroforesis.

¢ Electroforesis y transferencia

Las proteinas (20-30 pg por carril) se separaron mediante electroforesis en condiciones
reductoras a un voltaje constante de 100 V en geles de poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970) con

un grosor de 1-1,5 mm y un porcentaje en acrilamida/bis-acrilamida variable segun la proteina a
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detectar (tabla 5), utilizando un tampén que contenia glicina 192 mM, SDS 0,1% y Ttis base 25
mM, pH 8,3; después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de ni-
trocelulosa o de PVDE, utilizando un tampén compuesto por Tris 20 mM y glicina 190 mM,

pH 8,4 -8,8. La transferencia se realiz6 a un amperaje constante de 300 mA durante 90 minutos.
¢ Incubacién con los anticuerpos

Una vez transferidas las proteinas a la membrana, ésta se bloque6 al menos una 1 hora
con el tampon Tween-Tris buffered saline (TTBS, Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM y Tween-20
0,1%, pH 7,5-8) al que se afadi6 leche en polvo desnatada o albimina sérica bovina a la concen-
tracion indicada en la tabla 5. Después del bloqueo, la membrana se incub6 en agitacién con los
diferentes anticuerpos a la dilucién 6ptima en TTBS (tabla 5). Seguidamente, se hicieron 4 lava-
dos de 7 minutos con TTBS en agitaciéon. A continuacion, se anadi6 el anticuerpo secundario
correspondiente marcado con peroxidasa de rabano y se incub6 a temperatura ambiente en agi-
tacion durante 30-60 minutos (Tabla 6). Se hicieron otros 4 lavados durante 7 minutos con
TTBS en agitaciéon. Los tiempos de bloqueo e incubacién asi como las diluciones adecuadas se
muestran en la tabla 6. La membrana del western se revel6 con una pelicula fotografica utilizan-
do el método no radiactivo ECL. Finalmente, la pelicula se digitalizé6 con un escaner utilizando
el programa de tratamiento de imagenes Adobe Photoshop y se cuantifico la densidad 6ptica de las

bandas obtenidas con el programa Scion Inage.
¢ Stripping

Es posible reutilizar las membranas que ya han sido incubadas con un anticuerpo para la
deteccion de una proteina diferente. Esto se conoce como “stripping” de la membrana. Para ello,
previamente se incubé dicha membrana con una solucion de stripping (RE-Blot Plus Western blot
recyeling Kif) durante 15 minutos para desprender los anticuerpos que estaban previamente unidos
a la membrana. Posteriormente, esta membrana se bloque6 e incubé con los anticuerpos prima-

rios y secundarios segun las caracteristicas de la nueva proteina que se quiera detectar.

7. Incorporacion de [3H] prolina a proteinas colagenas

La incorporacién de prolina exégena marcada con tritio se utilizé para valorar la sintesis y
acumulacién de proteinas colagenas, siguiendo una modificacion del método descrito por Riser
y cols. (1998). Esta técnica se llevo a cabo sembrando los fibroblastos en placas de 24 pocillos a

una densidad de 20000 células/pocillo. Tras 24 horas de depleccion sin SBF, se reemplazé el
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Molécula
P.M)

Akt
(60 kDa)

Fosfo Akt
(60 kDa)

Colageno I
(180 kDa)

Erk 1/2
(42-44 kDa)

Fosfo Erk
(44 kDa)

Fibronectina
(220 kDa)

K-Ras
(21 kDa)

N-Ras
(21 kDa)

H-Ras
(21 kDa)

Ras total
(21 kDa)

p-53
(53 kDa)

PCNA
(36 kDa)

Porcentaje de
acrilamida

8%

8%

6-8%

12%

12%

6%

15%

15%

15%

15%

10%

12%

Bloqueo
(en TTBS)

2% BSA,
60 min.

2% BSA,
60 min.

5% BSA
Toda la noche

2% BSA
60 min.

2% BSA
60 min.

3% BSA
Toda la noche

5% leche en polvo
desnatada
120 min.

5% leche en polvo
desnatada
120 min.

5% leche en polvo
desnatada
120 min.

5% leche en polvo
desnatada
60 min.

2% BSA,
60 min.

2% BSA,
60 min.

Anticuerpo 1° Anticuerpo 2°
(diluido en T'TBS) | (diluido en TTBS)

Conejo contra huma-
no
1:1000 2% BSA
Toda la noche
Conejo contra huma-
no
1:1000 2% BSA
Toda la noche
Conejo contra ratén | Cabra contra conejo
1:20000 5% BSA 1:20000 5% BSA
90 min. 30 min.
Conejo contra rata |Cabra contra conejo
1:5000 2% BSA 1:10000
Toda la noche 60 min.
Ratén contra huma-
no
1:2500 2% BSA
Toda la noche
Conejo contra ratén | Cabra contra conejo
1:30000 3% BSA 1:20000
60 min. 30 min.
Ratén contra raton | Cabra contra raton
1:500 5% leche en | 1:5000 5% leche en
polvo desnatada polvo desnatada
Toda la noche 60 min.
Conejo contra ratén | Cabra contra conejo
1:1000 5% leche 1:5000 5% Leche
Toda la noche 60 min.
Conejo contra ratén | Cabra contra conejo
1:1000 5% leche 1:5000 5% ILeche
Toda la noche 60 min.
Ratén contra huma-
no Cabra contra raton
1:1000 5% leche en 1:10000
polvo desnatada 60 min.
Toda la noche

Ratén contra huma- ,
Cabra contra raton
no

1:500 2% BSA 61(;50?0
Toda la noche min.

Ratén contra huma- ,
Cabra contra ratén
no

1:5000 2% BSA 163(;?510
Toda la noche ’

Cabra contra conejo
1:10000
60 min.

Cabra contra conejo
1:10000
60 min.

Cabra contra raton
1:10000
60 min.

Tabla 5. Condiciones de incubacién de los anticuerpos 1° y 2° para western-blot. Tanto el bloqueo
como las incubaciones de los diferentes anticuerpos primarios y secundarios se hicieron en agitacion y a
temperatura ambiente, excepto aquellas que requirieron toda la noche que se realizaron a 4 °C . P.M: peso
molecular; min.: minutos; kDa: kiloDalton; TTBS: tampén de lavado; BSA: albumina sérica bovina.
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medio de las células por DMEM con 0,5% SBF suplementado con B-aminopropionitrilo 0,148
mM (impide que el colageno forme fibrillas y se deposite sobre la monocapa de células, y de esta
manera favorece que el colageno permanezca en suspension en el medio de cultivo), acido

ascorbico 0,222 mM, prolina 0,183 mM y 2 pCi/pocillo de [*H] prolina (actividad especifica 40

Ci/mmol, 1mCi/ml). Se afiadi6 la concentracion correspondiente de TGF-B1 al medio suple-

mentado y se incub6 durante 24 horas.
¢ Recogida de las muestras

Tras el periodo de marcaje, se recogi6 el medio de cultivo de cada pocillo en un tubo ep-
pendorf de 1,5 ml sobre hielo (4 °C) al cual se habia afiadido previamente 165 pl de Inhibidor
Universal de Proteasas frio (IPU: PMSF 3 mM; N-etilmaleimida 40 mM; EDTA 0,1 mM). Las
muestras obtenidas se congelaron a -20°C hasta su utilizacién, o bien se procedié al proce-

samiento de las mismas.

¢ Procesamiento de las muestras

Las proteinas del medio de cultivo se precipitaron afiadiendo 165 pl de acido tricloroacéti-

co (TCA) al 50% (concentracion final en el medio: 10%), al que previamente se afiadié 20l de
BSA 66,4 mg/ml para favorecer la precipitacion de las proteinas. A continuacion, se centrifugd
a 3000 g durante 10 minutos a 4°C y se lavé el precipitando exhaustivamente con 1 ml de TCA
frio al 10% para retirar el exceso de prolina marcada que no se incorpora al colageno. Después
de otro lavado, el precipitado se solubilizé afiadiendo 1 ml de NaOH 0,1 N a 60°C, y se agit6
hasta su total disolucién. El contenido de cada tubo fue transferido a viales de polietileno a los
cuales se anadi6 3,5 ml de liquido de centelleo Ecoscint A. Los viales se agitaron y se dejaron
aproximadamente 12 horas en oscuridad. Por ultimo, se midi6 la radiactividad de los viales en
un contador B de centelleo acoplado a un ordenador, y mediante el programa Wallac 1400 DS A

L.SC se analizaron los resultados.

La correccion de los resultados por la cantidad de células sembradas en cada pocillo se
hizo midiendo la cantidad de ADN de las células presentes en los pocillos mediante la reaccion

de la difenilamina.
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¢ Cuantificacion de ADN: reaccion de la difenilamina

Este método se basa en un ensayo colorimétrico en el que la difenilamina reacciona con la
ribosa del ADN dando lugar a un compuesto de color azul (Wyllie y cols., 1980).Las células
sembradas en las placas de 24 pocillos se lisaron con 100 pl de tampoén de lisis de ADN (EDTA
20 mM pH 8; Tritéon X-100 0,5%; Tris 10 mM pH 8) en agitaciéon constante durante 15 minu-
tos. Se afiadi6 la misma cantidad de acido perclérico (PCA) 20% al lisado que de tampdn de lisis

y se hidrolizaron las muestras en una estufa a 80 °C durante 15 minutos. Al mismo tiempo se

prepar6 una cutva de calibrado de concentraciones entre 0 y 2 pg/ml de ADN de timo de
ternera en PCA al 10% y se procesé de la misma manera que las células. Transcurrido el tiempo
de hidrolisis, se dejaron enfriar las placas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Por
ultimo se afiadié la misma cantidad de reactivo difenilamina (paraldehido 0,01% (v/v);
difenilamina 240 mM en 4cido acético glacial) que el volumen total que habia en los poci-llos de
las muestras y de la recta de calibrado, se mezclé bien con una punta de pipeta y se incubd du-

rante toda la noche a 30 °C en oscuridad.

Después de la incubacién los pocillos adquieren una tonalidad azul cuya intensidad depen-
de del contenido en ADN. Para la cuantificacion se transfirieron 200 pl del contenido de cada
pocillo a placas de 96 pocillos y se ley6 la absorbancia a 595 nm y 700 nm con un espectro-
fotémetro de placas de ELISA (la absorbancia a 595 nm indica la cantidad relativa de ADN en

la muestra, la lectura a 700 nm se utiliza para corregir la turbidez de la muestra).

8. Estudio de la expresion de genes por RT-PCR

La RT-PCR es una técnica semicuantitativa que permite determinar la expresion de genes
mediante transcripcion inversa (RT, acronimo del término inglés reverse transcription) del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) celular al acido desoxirribonucleico complementario (ADNc),
y posterior amplificacién de una determinada regién de éste mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) con cebadores especifi-
cos (Saiki y cols., 1988). De esta manera, se consigue obtener rapidamente una cantidad de ma-
terial biologico observable (ADNc) a partir de cantidades muy pequefias. La presencia o ausen-
cia, o la mayor o menor cantidad del ARNm de un determinado gen se corresponde con una
mayor o menor expresion, que se determina por la cuantificacién de su ADNc amplificado por
la PCR. En este trabajo se utiliza la técnica de la RT-PCR para estudiar la expresion de genes

que codifican para las isoformas de Ras y para las proteinas de la MEC colageno tipo I y fibro-
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nectina. Como control interno se utilizo la expresion del ARNm de la gliceraldehido 3- fosfato

deshidrogenasa (GAPDH).

Para ver la expresion de las isoformas de Ras, los fibroblastos se cultivaron en placas de
100 mm de diametro con medio DMEM como se describi6é anteriormente; cuando las placas
alcanzaron un 80-90% de confluencia se procedié a la extraccion del ARNm. Para analizar la

expresion de proteinas de MEC, los fibroblastos se deplectaron de SBF durante 24 horas y se

trataron con TGF-B1 1ng/ml durante 24 horas (tabla 3).
¢ Extraccion del ARN total.

La extraccion del ARN celular estd basada en el método desnaturalizante del tiocianato de
guanidinio y la extraccién con fenol/cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987; Chomczynski,
1993). Una vez finalizado el tratamiento se retiré el medio de cultivo de cada placa, se afiadi6 1
ml del reactivo comercial TriReagent y se homogeneizé con la micropipeta hasta que la solucion
se volvio viscosa. La mezcla se incub6 durante 15 minutos para permitir la completa disociacion
de los complejos de nucleoproteinas. A continuacion, se afladieron 200 pL de cloroformo. La
mezcla se agit6 vigorosamente y se dejo reposar 15 minutos, agitando cada 5 minutos. Posterior-
mente se centrifugd a 12000 g y 4 °C, durante 15 minutos. Se obtuvieron 3 fases: una fase orga-
nica roja (inferior), una interfase blanquecina y una fase acuosa incolora (superior). EIl ARN que-
da en la fase acuosa superior, mientras que las proteinas quedan en la inferior y el ADN queda
retenido en la interfase. Se recogio la fase acuosa y se precipité el ARN con 500 pL de isopropa-
nol durante 15 minutos a -20°C. Se centrifugd a 12000 g y 4 °C durante 10 minutos. E1 ARN
precipitado se lavé con 500 pl. de etanol al 70%. Acto seguido se centrifugd todo a 7500 gy 4°
C durante 5 minutos. El precipitado se disolvié en 20-30 pL (dependiendo del tamafio del preci-
pitado) de agua autoclavada con el inhibidor de ARNasas dietil-pirocarbonato (DEPC), y se in-
cub6 a 65° C durante 10 minutos en un bafio humedo con temperatura regulable, para asegurar

la completa disoluciéon del ARN.

La cantidad de ARN obtenido se determiné por espectrofotometria utilizando el aparato
NANODROP-1000 Spectrophotometer. La determinacion se basa en la medida de la densidad 6pti-
ca teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg/mL de ARN.
Se asegur6 la ausencia de contaminacion proteica, de fenol o ADN, considerando que la rela-
cién entre las absorbancias a 260 nm / 280 nm y 260 nm / 230 nm estaba comprendida entre

1,6-1,9 y 1,8-2,2 respectivamente.
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¢ Retrotranscripcion del ARNm a ADNc

A partir del ARNm obtenido anteriormente se sintetizé6 el ADNc mediante un cebador
complementario de la cola de poliadenina (poli-A) que contiene el ARNm en el extremo 3’ (y

que esta ausente en el resto del ARN celular). Esta secuencia complementaria es la polidesoxiti-

midina (poli-dT).

Se desnaturalizaron 2 pg de ARN de cada muestra en 27,5 pL. de agua DEPC a 65° C
durante 3 minutos. A 4 °C afiadimos 12,5 pul. de una mezcla de reacciéon compuesta por 2 ul de

dNTPs (mezcla equimolar de desoxinucleétidostrifosfato —dATP, dCTP, dGTP y dTTP- 10
mM,), 8 uL. de tampoén M-ML1” 5X (Tris-HCI 50 mM pH 8,3; KCl 75 uM; MgCI2 3 uM; 10
mM DTT), 1 uL de oligo-dT 1pg/pL (oligonucleétido formado por 16 desoxitiminas que pet-
mite “retrotranscribir” unicamente el ARNm), 0,5 pL. del inhibidor de ARNasas “RNAsin”, 1uL
de la enzima retrotranscriptasa (RT M-MLV, 200 unidades/pL). Finalmente se llevé a cabo la

reaccién de retrotranscripcion a 42° C durante 90 minutos en un termociclador. Una vez obteni-

do el ADNc correspondiente a cada muestra se almacené a —20° C hasta su analisis.

La concentraciéon de ADNc, que debe ser similar en todas la muestras, se determiné por
espectrofotometria utilizando el NANODROP-1000 Spectrophotometer. Fste basa su determina-

cién en la medida de la densidad 6ptica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260

nm equivale a 50 pg/mlL de ADNc.
¢ PCR (amplificacién de secuencias especificas de ADNCc).

Para la amplificacién de secuencias especificas de ADNc se utilizo el kit comercial FastS-
tart Tag DINA polymerase de Roche. A 1 uL. de cada muestra de ADNc se afiadieron 49 ulL de la
mezcla de reaccién formada por los siguientes componentes: 5pl. de tampon con Mg 10 x, 1 p
L de oligonucleétido 3" (cebador directo) y 1 uLL de oligonucleétido 5° (cebador inverso) a una
concentracién de 100 ng/uL en un tampén TE con las secuencias especificas de los genes que

se deseaba amplificar (tabla 6), 1 uL. de dNTPs 10 mM, 41,6 L. de H>O miliQ estéril y 0,4 uL.

de la enzima polimerasa Tag Fast Start 5 unidades/pL.

LLas muestras se incubaron en un termociclador MyCyeler™. Se seleccioné el programa ade-
cuado para cada par de oligonucleétidos anadidos (figura 17). Todos los programas utilizados

tenfan en comun: i) una primera fase de desnaturalizacion del ADNc utilizado como molde (95°
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C durante 5 minutos); ii) una segunda fase de desnaturalizacion con la que comienza cada ciclo

de amplificacién (95° C durante 1 minuto); iii) la fase de hibridacién de los oligonucle6tidos a

una temperatura especifica para cada par de oligonucleétidos (Tm, véase la tabla 6), durante 1

minuto); iv) una fase de extensién de la hebra de DNA por la Taq polimerasa (a 72° C durante 1

minuto); y v) una dltima fase de extensiéon final que permitia a la enzima sintetizar las hebras

inacabadas (72° C durante 5 minutos).

Las fases de la hibridaciéon de los oligonucleétidos y la fase de extension se repitieron un

numero de ciclos especifico (tabla 6) de cada amplificaciéon entre la primera y la ultima fase. Lo

que vari6 entre unos programas y otros fue la Tm y el numero de ciclos (tabla 6).

(x1) ( x n° ciclos) (x1)
95°C 95°C
S min 1 min 790C 720C
Tm 1 min 5 min
1 min
i ii iii iv v

Figura 17. Esquema de las fases de la amplificacién por PCR (ver texto).

(x1)

4°C

vi

Proteina Tm Ciclos
H-Ras 62 35
K-Ras4B 62 35
K-Ras4A 62 35
N-Ras 62 35
Colageno I 52 35
GAPDH 60 28
Fibronectina 61,5 35

Tamafo

(pares de bases)
300
386
412
183
303
983

124

Tabla 6. Condiciones de la RT-PCR. Tm (¢emperatura de melting, temperatura de fusion), ciclos
de amplificacién y tamafio del amplicon de cada uno de los genes estudiados.
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¢ Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez realizada la PCR, se afiadié a cada muestra amplificada 10 uL. de tampon de carga
(SB) 6x (60% TBE (Tris 0,05 M, acido bérico 0,05 M, y EDTA 1mM); 40% glicerol; ~0,25%
azul de bromofenol). Se cargaron 20 uL de la mezcla en pocillos de un gel de agarosa al 2% en
TBE pH=8,1-8,3 con bromuro de etidio (0,1 pg/mL de gel de agarora) como colorante interca-
lante, que permiti6 visualizar el ADNc a la luz ultravioleta. En uno de los pocillos, se cargd 5 pul.
de marcador de pesos moleculares (100bp DINA /ladder). 1a electroforesis se efectud aplicando al

gel un voltaje constante de 110 V en una cubeta llena de TBE.

Para observar las bandas a la luz ultravioleta se colocaron los geles en un transiluminador.
Se tomaron fotografias de los geles con el programa Quantity one 4.6.3. La imagenes obtenidas se

cuantificaron con el programa Scion image.

9. Estudio de la movilidad celular

Para estudiar la capacidad de movimiento de los fibroblastos se utilizaron dos técnicas
diferentes: medida de la migracién de los fibroblastos a través de un #ranswel/ con un poro de
8 um (migracion a través de franswell), y medida de la velocidad de los fibroblastos en cerrar heri-

das realizadas sobre una placa de cultivo confluente (ensayos de wound-healing).
A. Migracion a través de transwell

Esta técnica se basa en la capacidad de las células de moverse desde un medio con menor
cantidad de suero (DMEM 2% SBF) a un medio con 10% de SBF. En placas de 24 pocillos se
colocaron unos recipientes especiales, denominados #ranswell, que tienen en la parte inferior una

membrana de policarbonato con un poro de 8 um. Se afladi6 1 mL de medio DMEM 10% a

cada pocillo y en el #ranswell se sembraron 100000 células en 200 ul. de DMEM 2% SBF con los
inhibidores de Erk o de Akt. Transcurridas 12, 24 y 48h se retiraron los #ranswell y se eliminaron
las células de la parte de la membrana en contacto con el interior del #ranswell (células que no han
migrado). A continuacién se cuantificé el nimero de células que han migrado (pegadas en la
parte exterior de la membrana) mediante la tincién con cristal violeta de la forma descrita en el

apartado 4.
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B. Cierre de heridas “in vitro” (wound healing)

Los fibroblastos se sembraron en placas de 100mm hasta alcanzar la confluencia. Se de-
plectaron de SBF y tras 24 horas se realizaron varias incisiones en linea recta con una punta de
pipeta esteril para simular una herida. Se renové el medio de cultivo en ausencia o presencia de
los inhibidores de Erk y Akt, afiadidos 30 minutos antes de realizar las heridas, y se monitorizé
el area de las heridas usando un microscopio termostatizado a 37°C con atmosfera de CO» del
5%, con el cual se realizaron microfotografias de 100 aumentos de cada seccién hasta el cierre
total de las mismas. Cada 4 horas medimos el area de la herida y realizamos una curva del cierre

de las heridas con respecto al tiempo.

10. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media T error estandar de la media (EEM). Los resulta-
dos son la media de al menos 3 experimentos; en los experimentos de proliferaciéon celular y los
de sintesis de proteinas colagenas, cada valor aislado corresponde a la media de un triplicado.

Los cambios porcentuales se obtuvieron en cada experimento con respecto a su propio valor

basal.

Cuando se compararon exclusivamente dos medias se utilizé el test de la 7 de Student, dis-
tribucién de variable continua apropiada para calcular el intervalo de confianza de la media de la
poblacién cuando no se conoce la varianza de ésta, y el tamafio de muestra es tan pequefio que
no permite una buena estimacién de la varianza de la poblacién (también es muy empleado en la

teorfa del contraste de hipoétesis). Se considerd la existencia de resultados significativos si

p<0,05.

Cuando se trataba de comparar varias distribuciones de valores, se utiliz6 el analisis de la
varianza, que nos permite contrastar la igualdad entre dos o mas medias poblacionales utilizando
muestras diferentes; estudia la variaciéon entre medias, lo cual se mide por una varianza. Hste
analisis de la varianza se hizo de doble via, ya que tenemos dos variables a comparar: el tipo ce-
lular (WT'y KO) y el tratamiento (células control y tratadas); ademas, este analisis nos da infor-

macion sobre el efecto del tratamiento en cada tipo celular (interaccion).
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FIBROBLASTOS H-ras-/-

1. Caracterizacion de las células

Las fibroblastos KO de H-Ras (H-ras/") utilizados en este estudio son fibroblastos inmot-
talizados procedentes de embriones de ratones KO para el gen de H-7as. Como controles (WT)
hemos utilizado fibroblastos embrionarios inmortalizados que expresan las 3 isoformas de Ras.
Para los experimentos de caracterizacion celular, hemos cultivado los fibroblastos en un medio

DMEM con 10% de SBF hasta que alcanzaron una confluencia de un aproximadamente 80% .
A. Expresion de las isoformas de Ras

Valoramos la expresion de las 3 isoformas de Ras, H-Ras, N-Ras y K-Ras - en sus dos va-
riantes de ensamblaje alternativo, 4A y 4B - tanto por PCR como por western blot (figura 18).
Como cabia esperar, la isoforma H-Ras no se expresa en los fibroblastos procedentes de em-
briones H-ras/; ademads, no encontramos diferencias significativas en la expresion ni de K-Ras,
ni de N-Ras, por lo que no parece existir una sobreexpresiéon destacable de las otras isoformas

de Ras para suplir la ausencia de H-Ras.
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Figura 18. Expresion de ARNm y de la proteina de las diferentes isoformas de Ras,
valorada por RT-PCR (A) y por western blot (B), en fibroblastos WT' y H-7as7/- cultivados
en 10% SBF. PCR (A) o blot (B) representativo de 3 experimentos realizados en las
mismas condiciones.
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B. Expresion de marcadores de miofibroblastos

Analizamos mediante western-blot la expresion de vimentina y o.- actina de musculo liso

vascular (a-SMA) como marcadores de miofibroblastos (figura 19). Tanto los fibroblastos H-

ras’/- como los WT expresan ambos marcadores en cantidades similares.

H-ras /-

=
=

(43 kDa)
DI e

(57 kDa)
L e
(42-44 kDa)

Figura 19. Expresion a-SMA y vimentina valorada por western blot, en
fibroblastos WT y H-ras/- cultivados en 10% SBF. Blot representativo
de 3 experimentos realizados en las mismas condiciones

C. Tamaio celular

Durante el desarrollo del trabajo de investigacién, hemos observado que los fibroblastos
KO de H-Ras tienen un menor tamafio que los fibroblastos controles. Para comprobarlo, reali-
zamos microfotograffas con un microscopio termostatizado, en el que mantenemos la tempera-
tura a 37°C para evitar la contraccion celular, y medimos la superficie plana aparente de las célu-
las. Como se observa en la figura 20A, los fibroblastos WT son mas grandes que los fibroblastos
KO de H-Ras. Ademas, mediante citometria de flujo comprobamos que la ausencia de H-Ras
produce una disminucién en el tamafio celular de los fibroblastos en cultivo (figura 20) ya que se
observa un desplazamiento hacia la izquierda de la poblacién de células correspondiente a los
fibroblastos H-7as/-, indicativo de un menor tamafio celular. Estos datos estan de acuerdo con
resultados previos de nuestro laboratorio donde observamos que miocardiocitos y células de
musculo liso procendentes de las arterias extraidas de ratones H-7as/- tienen un tamafio tam-
bién menor (resultados no mostrados). Por tanto, la ausencia de H-Ras parece producir
“hipotrofia celular”, que podria estar asociada a una disminucién en la sintesis de proteinas en

cada ciclo celular.
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Figura 20. Tamafo celular valorado por microscopia 6ptica (A) y mediante citometria de flujo (B).
(A) Area promedio de 20 células cultivadas en 10% SBF; el panel superior muestra una microfotografia
representativa de cada tipo celular (aumentos 200X). (B) Esquema representativo del tamafio celular (FSC-

H: foward scatter) frente al nimero de células (counts).* Diferencias estadisticamente significativas
(p<<0.01) vs. fibroblastos WT.
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D. Ciclo celular

Analizamos la existencia de alteraciones en el ciclo celular de fibroblastos KO de H-Ras
mediante citometria de flujo (figura 21). Nuestros resultados muestran una reduccion significati-
va en el porcentaje de células en las fases S, G2 y M en los fibroblastos H-7as/- con respecto a

los fibroblastos WT.
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Figura 21. Porcentaje de fibroblastos WT y H-ras/- en cada fase del ciclo celulat, valorado por
citometria de flujo. Los histogramas representan la media + error estandar de 6 experimentos, realizados
en las mismas condiciones. GO: células quiescentes; G1, G2: células en las fases 1y 2 ; S: células en la fase S;
M: células en la fase de mitosis del ciclo celular. * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs.
fibroblastos WT' (H-rast/).

2. Expresion de Ras activado (Ras-GTP)

Para estudiar la activacion de Ras realizamos una precipitacién por afinidad de Ras-GTP
con Raf (pull-down de Ras) en fibroblastos KO de H-Ras y en sus controles; los extractos celu-

lares obtenidos por precipitacion se analizaron por western blot. También hemos analizado el

efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre la expresién de Ras activado. Estudios previos de
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nuestro grupo de investigacién mostraron que una concentracion de 1 ng/ml de TGF-B1 induce
un efecto profibrogénico y proliferativo significativo en fibroblastos dobles KO para N y H-Ras
a las 24 horas de tratamiento (Martinez-Salgado y cols., 20006); por ello hemos elegido esta con-

centracion y este tiempo de estimulacién para el presente estudio.

No se observan diferencias significativas ni en la expresion ni en la activacion de Ras en

los fibroblastos KO de H-Ras con respecto a los fibroblastos controles. El tratamiento con
TGF-B1 no produce efectos significativos sobre la activacién de Ras en los dos tipos celulares

(figura 22).
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Figura 22. Efecto del tratamiento con TGF-f1 (1 ng/ml) sobre la exptesion de Ras-
GTP/Ras total en fibroblastos WT y H-ras/-, evaluado por western-blot tras la
precipitacion por afinidad de Ras-GTP. El panel inferior muestra un blot representativo de
13 (WT)-8 (H-ras/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones. Los histogramas
representan la media + error estindar de la densidad éptica de las bandas, expresada como %
respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBEF, 100 %); las bandas corresponden
al ratio Ras-GTP / Ras total.

3. Activacion de los efectores de Ras

Dos de los efectores mas importantes de Ras son la ruta de las MAPKs/Erk y la ruta de
PI3K/ Akt. Por ello, hemos analizado mediante western-blot la expresién de las formas fosfori-

ladas de Erk, fosfo-Erk, y de Akt, fosfo-Akt, en fibroblastos KO de H-Ras, asi como el efecto

del tratamiento con TGF-B1 a las 24 horas.
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A. Ruta de MAPKSs: activacion de Etrk

Aunque la proporcion de Ras-GTP no varfa en los fibroblastos H-ras/-, la expresion de
fosfo-Erk es significativamente mayor en los fibroblastos KO de H-Ras que en los fibroblastos
WT en condiciones basales; por otro lado, el tratamiento con TGF-B1 produce un aumento sig-

nificativo en la fosforilaciéon de Erk en los controles, pero no en las células KO (figura 23).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobte la expresion de fosfo-Erk/Etk (A) o
fosfo-Akt/Akt (B) en fibroblastos WT y H-ras /-, evaluado pot westetn-blot. El panel inferior muestra
un blot representativo de entre 34 (WT)-4-8 (H-ras/") experimentos, realizados en las mismas condiciones.
Los histogramas representan la media + error estandar de la densidad o6ptica de las bandas, expresada
como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). *Diferencias
estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.

B. Ruta de PI3K: activacion de fosfo-Akt

También observamos un aumento significativo de la expresién de fosfo-Akt en los fibro-
blastos KO de H-Ras en condiciones basales con respecto a los controles. Ademas, el tratamien-
to con TGF-B1 induce un incremento en la expresioén de fosfo-Akt en los fibroblastos W'T, pe-

ro no en los fibroblastos KO (figura 23).
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4. Expresion y sintesis de proteinas de MEC

A. Efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre la expresion de proteinas de MEC.

Hemos estudiado la expresion de 2 proteinas caracteristicas de MEC, como son la fibro-
nectina y el colageno tipo I, asi como la sintesis de proteinas colagenas totales, en fibroblastos
KO de H-Ras y en sus respectivos controles tipo silvestre; también hemos analizado el efecto
del tratamiento con TGF-B1 1ng/ml sobre la expresion de estas proteinas de MEC para com-

probar si la ausencia de H-Ras altera su acumulacion.
¢ Fibronectina

La expresion de fibronectina la hemos valorado por RT-PCR y por western blot en fibro-
blastos mantenidos en un medio sin suero (condiciones basales) y en fibroblastos tratados con
TGF-B1 1 ng/ml durante 24 horas (figura 24). La expresion del ARNm es mayor en condicio-
nes basales en los fibroblastos KO de H-Ras con respecto a los controles WT' y se corresponde
con una mayor expresion de fibronectina. Por otro lado, el tratamiento con TGF-B1 produce un

incremento en la expresion de fibronectina sélo en los fibroblastos WT.
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Figura 24. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobtre la expresion de fibronectina valorada
por RT-PCR (A) y por western-blot (B) en fibroblastos WT y H-ras/- El panel inferior muestra una
PCR representativa de 3 experimentos (A) y un blot representativo de 39(WT)-8 (H-ras/~) experimentos (B),
realizados en las mismas condiciones. Los histogramas representan la media + error estandar de la densidad
optica de las bandas, expresada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100
%,); * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.
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¢ Colageno

La expresion de colageno se analizé de dos formas diferentes: por un lado, se cuantificd
por RT-PCR y western blot la expresiéon de colageno tipo Iy por otra parte, se valord la sintesis
de colageno total mediante la medida de la incorporacion de prolina tritiada a proteinas colage-

nas en el medio de cultivo.

En condiciones basales, la expresion de colageno tipo I es significativamente mayor en los
fibroblastos KO que en los fibroblastos WT. Ademas, el tratamiento con TGF-B1 estimula la
sintesis de colageno tipo I en ambos tipos celulares (figura 25), aunque esta estimulacién no se

corresponde con una mayor expresion del ARN mensajero de colageno tipo I en las células KO.
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Figura 25. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la expresion de colageno tipo I
valorado por RT-PCR (A) y por western-blot (B) en fibroblastos WT y H-ras/-El panel inferior
muestra una PCR representativa de 3 experimentos (A) y un blot representativo de 36(WT)-10 (H-ras/-)
experimentos (B), realizados en las mismas condiciones. Los histogramas representan la media + error
estandar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada como % trespecto a los valores basales (fibroblastos
WT en 0,5% SBF, 100 %); * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en
condiciones basales; + (p<<0.05) vs. fibroblastos H-7as/-en condiciones basales.

La sintesis de proteinas coldgenas es mayor en células KO que en células WT. Ademas, el
tratamiento con TGF-B1 estimula la sintesis de coldgeno total, siendo este incremento significa-

tivamente mayor en los fibroblastos KO (figura 26).
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Figura 26. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la acumulacién de
prolina en proteinas colagenas en fibroblastos WT y H-ras/-. Los histogramas repre-
sentan la media + error estaindar de cuentas por millén, expresadas como % respecto a los
valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %); * diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; + (p<<0.01) vs. fibroblastos
H-ras /- en condiciones basales.

Los resultados obtenidos parecen indicar una regulaciéon por parte de la isoforma H-Ras

de la sintesis de MEC, ya que en ausencia de H-Ras existe una sobreexpresion de proteinas de
MEC. El tratamiento con TGF-B1 estimula la sintesis de MEC en ambos tipos celulares; sin em-

bargo el aumento en la expresion de fibronectina inducida por TGF-B1 no se produce en ausen-

cia de H-Ras, lo cual parece sugerir la implicacién de dicha isoforma en la expresion de fibro-

nectina inducida por TGF-f1.

A continuacién quisimos estudiar el papel de los efectores de Ras: MAPK/Erk y PI3K/

Akt sobre la produccion de estas proteinas en ausencia de la isoforma H-Ras.
B. Papel de la via de Erk en la expresion de proteinas de MEC

Comprobamos el efecto de la inhibicién de fosfo-Erk sobre la expresion de fibronectina y
colageno tipo I afiadiendo, 30 minutos antes del tratamiento con TGF-1 1 ng/ml, el inhibidor

de MEK U0126 a la concentracion de 20 pM durante 24 horas.
¢ Fibronectina

Anteriormente hemos descrito que el tratamiento con TGF-1 produce un aumento en la
expresion de fibronectina en las células WT que no se observa en las células KO de H-Ras. La

co-incubacién de TGF-B1 con el inhibidor de Erk durante 24h produce una disminucién signifi-
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cativa en la expresion de fibronectina en fibroblastos W'T, mientras que en fibroblastos KO pro-

duce un aumento en la expresion de fibronectina inducida por TGF-B1 (figura 27).
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Figura 27. Efecto de la inhibicion de Erk con U0126 (20 pM) sobre la expresion de fibronectina
(A) y colageno tipo I (B) en fibroblastos WT y H-ras/-, valorada por western-blot. El panel infe-
rior muestra un blot representativo de 12-39 WT- 10-3 H-ras/- experimentos, realizados en las mismas
condiciones. Los histogramas representan la media + error estindar de la densidad 6ptica de las bandas,
expresada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %; las bandas co-
rresponden al ratio de las proteinas/Erk total (usado como control de carga). * Diferencias estadistica-
mente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; # (p<<0.01) vs. fibroblastos WT
tratados con TGF-B1; + (p<0.05) vs. fibroblastos H-7as/- en condiciones basales; x (p<<0.01) vs. fibro-

blastos H-ras/- tratados con TGF-B1.
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Estos datos sugieren que la expresion de fibronectina inducida por TGF-B1 podtia ser en

parte dependiente de H-Ras y de la via de Erk; en ausencia de la isoforma H-Ras el TGF-B1 in-

duce una mayor expresion de fibronectina cuando la fosforilacién de Erk se encuentra inhibida.
¢ Colageno tipo I

El inhibidor de MEK U0126 solamente inhibe la expresiéon de colageno tipo I inducida
por TGF-B1 en los fibroblastos H-ras/-(figura 27). Sin embargo, la expresion basal de colageno

tipo I se reduce al inhibir la ruta Erk en fibroblastos WT, pero no en ausencia de H-Ras. Por
tanto, la expresion de colageno tipo I inducida por TGF-B1 es dependiente de fosfo-Erk sélo en

ausencia de H-Ras, mientras que esta isoforma de Ras es necesaria para la regulacion de la ex-

presion de esta proteina en condiciones basales a través de Erk.
C. Papel de la via de Akt en la expresion de proteinas de MEC

Determinamos el efecto de la inhibicién de fosfo-Akt sobre la expresion de fibronectina y
colageno tipo I inducida por TGF-B1 co-incubando esta citocina con el inhibidor de la PI3K,
1.Y294002 20uM durante 24 horas, afadiendo este inhibidor 30 minutos antes del tratamiento

con TGF-f1.

¢ Fibronectina

El aumento de fibronectina producido por el tratamiento con TGF-1 en fibroblastos
WT se ve afectado por la inhibicién de la PI3K, disminuyendo la expresion de esta proteina has-
ta niveles basales, aunque en los fibroblastos KO de H-Ras esta disminucién no es significativa.
Ademas, en ambos tipos celulares observamos una disminucion significativa de los niveles basa-
les de fibronectina tras la inhibiciéon de Akt. Estos datos sugieren que la sintesis de fibronectina
inducida por TGF-B1 es dependiente de Akt y que la isoforma H-Ras podtia patticipar en la

regulacion de la expresion basal de fibronectina (figura 28).

¢ Colageno tipo 1

La inhibicién de la via de Akt revierte el efecto inductor del TGF-f1 sobre la sintesis de
colageno tipo I en ambos tipos celulares (figura 28). Al igual que ocurre con la expresion de fi-

bronectina, la activacion de la via de Akt parece jugar un papel importante en la expresion de
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colageno tipo I inducido por TGF-B1, expresién que patrece ser independiente de la isoforma

H-Ras.
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Figura 28. Efecto de la inhibicion de Akt con LY294002 (20 uM) sobre la expresion de
fibronectina (A) y colageno tipo I (B) en fibroblastos WT y H-ras/-, valorada por western-blot.
El panel inferior muestra un blot tepresentativo de 12-39 WT- 10-3 H-ras/- experimentos, realizados en
las mismas condiciones. Los histogramas representan la media + error estaindar de la densidad 6ptica de
las bandas, expresada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %; las
bandas cotresponden al ratio de las proteinas/Erk total (usado como control de carga). * Diferencias
estadisticamente significativas (p<<0.05) 6 ** (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; #
(p<0.05) o ## (p<0.01) vs. fibroblastos WT tratados con TGF-B1;+ (p<0.05) 6 ++ (p<0.01) vs.
fibroblastos H-7as/- en condiciones basales; x (p<0.01) vs. fibroblastos H-r7as/- tratados con TGF-$1.
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Nuestros datos parecen indicar la participacion de la via de Akt en la expresion de fibro-
nectina y colageno tipo I en fibroblastos, mientras que la via de Erk parece participar solamente
en la sintesis de fibronectina inducida por TGF-B1, siendo su efecto opuesto dependiendo de

que la isoforma H-Ras esté o no presente.

5. Estudios de proliferacion celular

A. Efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre la proliferacion celular

El efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre la proliferacién celular ha sido evaluado por

la técnica colorimétrica de tincién de nucleos con cristal violeta y mediante inmunofluorescencia
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Figura 29. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobte la proliferacion celular en
fibroblastos WT y H-ras/- valorada mediante la tincién de nidcleos con cristal violeta (A) e
inmunofluorescencia de Ki67(B). Los histogramas en A representan la media + error estindar de 80
(WT)-14 (H-ras/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones por triplicado y expresados como %
respecto al valor basal (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media
= error estandar de 16 experimentos, realizados en las mismas condiciones, expresados como % de células
tefiidas con Ki67 (rojo) /células tefiidas con Hoescht (azul) respecto a los valores basales de cada tipo
celular (fibroblastos WT o H-ras/- en 0,5% SBF, 100 %). El panel derecho muestra microfotografias
representativas (50X) de inmunofluorescencias de Ki67 de diferentes experimentos realizados en las
mismas condiciones. * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en
condiciones basales; + (p<0.01) vs. fibroblastos H-as/- en condiciones basales; # (p<<0.01) vs. fibroblastos
WT tratados con TGF-B1.
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del antigeno de proliferaciéon nuclear Ki67, que se expresa en el nucleo de las células que estan
en division. Ambos métodos muestran que el tratamiento con TGF-B1 induce proliferacion en
los dos tipos celulares, siendo este incremento significativamente inferior en los fibroblastos KO

de H-Ras (figura 29).

Por otro lado, analizamos mediante western blot la expresion de PCNA, proteina marca-
dora de proliferacion celular y la expresion de p53, proteina implicada en el ciclo celular. La ex-
presion del PCNA en los fibroblastos H-ras/- es significativamente inferior que en los fibroblas-
tos WT, y ademas, el TGF-B1 no tiene efecto sobre la expresion de PCNA ni en fibroblastos
controles ni en fibroblastos KO (figura 30). Sin embargo, la expresiéon de p53 es notablemente
mayor en los fibroblastos KO de H-Ras; ademas, el tratamiento con TGF-f1 aumenta la expre-

sion de p53 en los fibroblastos controles, pero este efecto desaparece en los fibroblastos H-7as/-

(tigura 30).
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Figura 30. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobtre la expresion de p53 (A) y PCNA (B)
en fibroblastos WT y H-ras- evaluado por western-blot. El panel inferior muestra un blot representati-
vo de entre 7-10 (WT)-3 (H-ras/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones. Los histogramas re-
presentan la media + error estaindar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada como % respecto a los
valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %); * Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
6 ¥*(p<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.

Todos los datos obtenidos nos indican una menor proliferacién inducida por TGF-1 en

fibroblastos KO de H-Ras. Ademas la ausencia de H-Ras en condiciones basales provoca una
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disminucién de PCNA y del numero de células viables, asi como un aumento en la expresion de

P53 que podria inducir una parada del ciclo celular y reducir asf l1a proliferacion.

Una vez analizada la participacién de H-Ras en la proliferacion quisimos comprobar la

regulacion de fosfo-Erk y fosfo-Akt en estos procesos.
B. Papel de la via de Erk en la proliferacion celular

Hemos estudiado la posible implicacion de la via de Erk en la proliferacion inducida por
TGF-B1. Para ello, repetimos los experimentos antetiores afladiendo el inhibidor de la fosforila-
ci6én de Erk (U0126) 30 minutos antes del tratamiento con TGF-B1. Cuantificamos la prolifera-
cion celular mediante la tincién de nucleos con cristal violeta, observando como la inhibicién de
la via de Erk elimina el efecto proliferativo del TGF-P1 tanto en presencia como en ausencia de
H-Ras. Sin embatgo, la expresion de Ki67 inducida por el TGF-B1 sélo disminuye tras la inhibi-
ci6n de Erk en presencia de H-Ras (figura 31).

Todos estos datos muestran la participacion de la via de Erk en la proliferacion celular
inducida por TGF-B1. Ademas, parecen indicar que H-Ras es necesaria para que Erk regule la

expresion nuclear de Ki67.
C. Papel de la via de Akt en la proliferacion celular

Para comprobar si la ruta de PI3K-Akt esta implicada en la proliferacion celular inducida
pot el TGF-B1 en fibroblastos, pre-tratamos las células con el inhibidor de PI3K (1.LY294002) y
evaluamos la proliferaciéon celular mediante tincién con cristal violeta e inmunofluorescencia de
Ki67; el aumento proliferativo producido por el tratamiento con TGF-B1, observado mediante
las dos técnicas utilizadas, desaparece al co-incubar con 1.LY294002 tanto en los fibroblastos WT

como los H-ras/- (figura 32).

Por tanto, la activaciéon de Akt es crucial para que TGF-B1 induzca una aumento en la
proliferacién de fibroblastos. Ademas esta via parece ser independiente de que H-Ras esté pre-

sente.
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Figura 31. Efecto de la inhibicion de Erk con U0126 (20 uM) sobre la proliferacion celular en fibro-
blastos WT' y H-ras/- valorada mediante la tincién de nicleos con cristal violeta (A) e inmunofluo-
rescencia de Ki67 (B). Los histogramas en A representan la media + error estindar de 81-28 (WT)-4-13
(H-ras/-) experimentos, realizados por triplicado y expresados como % respecto al valor basal (fibroblastos
WT en 0,5% SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media + error estandar de 19-31(WT)- 8-13
(H-ras/-) expetimentos, expresados como % de las células teflidas con Ki67 (rojo) /células tefiidas con
Hoescht (azul) respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). El panel medio mues-
tra microfotografias representativas (50X) de inmunofluorescencias de Ki67 de diferentes experimentos,
realizados en las mismas condiciones.* Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos
WT en condiciones basales; + (p<<0.01) vs. fibroblastos H-7as/- en condiciones basales; # (p<<0.01) vs. fibro-

blastos WT' tratados con TGF-B1; X (p<0.01) vs. fibroblastos H-ras/- tratados con TGF-B1.
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Figura 32. Efecto de la inhibicién de Akt con LY294002 (20 uM) sobre la proliferacion celular en

fibroblastos WT y H-ras/- valorada mediante la tincién de nucleos con cri

stal violeta (A) e inmuno-

fluorescencia de Ki67(B). Los histogramas en A representan la media + error estindar de 81-28 (WT)-8-32
(H-ras/-) experimentos, realizados por triplicado y expresados como % respecto al valor basal (fibroblastos
WT en 0,5% SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media + error estaindar de 19-31(WT)-8-13

(H-ras/-) expetimentos, expresados como % de las células tefidas con Ki67

(tojo) /células tefiidas con

Hoeschst (azul) respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). El panel medio mues-
tra fotografias representativas de inmunofluorescencias de Ki67 de diferentes experimentos realizados en las
mismas condiciones.* Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condicio-

nes basales; # (p<<0.01) vs. fibroblastos WT tratados con TGF-B1; + (p<0.01)
condiciones basales; x (p<0.01) vs. fibroblastos H-ras/- tratados con TGF-B1.

vs. fibroblastos H-rzs/- en
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6. Estudios de migracion celular

Para determinar si existen deficiencias en la movilidad de los fibroblastos KO de H-ras en

cultivo hemos realizado ensayos de cierre de heridas iz vifro y de migracion a través de la camara

de Boyden.

Para los ensayos de cicatrizaciéon sembramos fibroblastos KO y WT en placas de 60 mm,
de forma que en 24 horas se encontraban en semi-confluencia. Tras otras 24 horas de deplecion,
afladimos el medio de cultivo con 0,5% de suero (basal) o en combinacién con los inhibidores
de Erk o de Akt 30 minutos antes de realizar varias lineas (heridas) de unas 250 micras de an-
chura en la monocapa de células mediante una punta de pipeta estéril; a continuacioén, en un mi-
croscopio termostatizado seguimos el cierre de las heridas capturando imagenes cada 20 minu-

tos.
A. Condiciones basales (0,5% SBF)

Los fibroblastos KO de H-Ras tardan casi el doble de tiempo que los fibroblastos contro-
les en cerrar heridas del mismo tamafo. Ademas en la figura 33 podemos ver microfotografias
de las heridas realizadas en ambos tipos celulares a distintos tiempos en las que se muestra la

notable diferencia que existe entre la movilidad de células controles y KO de H-Ras a las 16 h.

Para confirmar estos resultados, cuantificamos la migracién de estos fibroblastos a través
de una membrana de 8 um, migracion inducida por una diferencia de concentracién de SBF de
2% a 10%. Analizamos el nimero de células que han migrado a las 12h y a las 24h mediante la
técnica colorimétrica del cristal violeta. A las 12 horas no se observan diferencias en la movili-
dad entre las células KO y los controles WT. Sin embargo, la migracion a las 24h de las células
H-ras/- es significativamente inferior a la de los fibroblastos WT, confirmando los resultados

observados en el cierre de heridas in vitro (figura 33).

Todos estos datos parecen indicar que la migracion celular es dependiente de la isoforma
H-Ras, ya que en ausencia de dicha isoforma la movilidad de los fibroblastos se encuentra redu-

cida.
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Figura 33. Analisis de la movilidad celular en fibroblastos WT y H-ras/- analizados por el tiempo
de cierre de heridas (A y B) y migracion a través de transwell y tinciéon de niicleos con cristal vio-
leta (C). (A) Microfotografias representativas del cierre de heridas a tiempos 0, 12 y 16 h de 3 experimen-
tos realizados en las mismas condiciones; (B) vatiaciéon con respecto al tiempo del promedio de las areas de
las heridas normalizadas al tamafio de herida inicial (100%) de 3 experimentos, realizados en las mismas
condiciones; C) Los histogramas representan la media + error estindar de las medidas de absorbancia co-
rrespondientes al nimero de células que han migrado en 2 experimentos por triplicado.* Diferencias esta-
disticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT.

4 12 24

B. Papel de la via de Erk en la migracion celular

La inhibicién de la via de Erk no afecta a la velocidad de migraciéon de los fibroblastos

WT durante el cierre de las heridas, pero en ausencia de H-Ras la movilidad parece aumentar

tras la inhibicién de Erk sin llegar a alcanzar la observada en fibroblastos WT.

Para verificar estos resultados, cuantificamos la migracion de estos fibroblastos a través de

una membrana de 8 um, movimiento inducido por una diferencia de concentracién de SBF de
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Figura 34. Efecto de la inhibicién de Erk con U0126 (20 pM) sobre la movilidad celular en fibroblas-
tos WT' y H-ras/- analizados por el tiempo de cietre de heridas (A y B) y migracion a través de trans-
well y tincion de nucleos por cristal violeta (C). (A) Microfotografias representativas del cierre de heridas
a tiempos 0 y 20 h tratadas y sin tratar de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; (B) variacion
con respecto al tiempo del promedio de las dreas de las heridas normalizadas al tamafio de herida inicial
(100%) de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; C) los histogramas representan la media +
error estandar de las medidas de absorbancia correspondientes al numero de células que han migrado en 2
experimentos realizados por triplicado.

2% a 10%. En el medio con 2% de suero anadimos el inhibidor de Erk U0126 20uM y analiza-
mos el nimero de células que han migrado a las 24h mediante la técnica colorimétrica de cristal
violeta. La inhibicién de la via de Erk provoca una disminucién no significativa en el nimero de
células WT que han atravesado la membrana, mientras que no se observan diferencias entre las

células KO (figura 34).

Estos resultados indican que la movilidad de los fibroblastos es independiente de la via de
Erk, pero la menor migracion observada en ausencia de H-Ras se revierte parcialmente al inhibir

la ruta de Erk. Posiblemente H-Ras regule a través de Erk algin proceso relacionado con la
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adhesion celular, ya que en los ensayos de migracion a través de franswell, donde las células no

estan adheridas, la inhibicién de Erk no tiene ningun efecto al igual que sucede en las WT.

C. Papel de la via de Akt en la migracién celular

La inhibicién de la via de Akt ralentiza significativamente la migracion celular tanto en
células controles como en células H-ras/~: tras el tratamiento con LY294002 tanto los fibroblas-
tos WT como los KO de H-Ras no son capaces de cerrar las heridas efectuadas en monocapas
de fibroblastos transcurridas 48h. Ademas no se observan diferencias entre los dos tipos celula-

res (figura 35).
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Figura 35. Efecto de la inhibicion de Akt con LY294002 (20 pM) sobre la movilidad celular en fibro-
blastos WT y H-ras/- analizados por el tiempo de cierre de heridas (A y B) y migracion a través de
transwell y tincion por cristal violeta (C). (A) Microfotografias representativas del cierre de heridas a tiem-
pos 0y 20 h de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; (B) variacion con respecto al tiempo del
promedio de las areas de las heridas normalizadas al tamafio de herida inicial (100%) de 3 experimentos, reali-
zados en las mismas condiciones; C) los histogramas representan la media + error estandar de las medidas de

absorbancia correspondientes al nimero de células que han migrado en 2 experimentos realizados por tripli-
cado.
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En los estudios de migracion celular en franswell, cuando anadimos el inhibidor de
LY294002 20uM en el medio con 2% de SBF, observamos que a las 24 h no hay diferencias en
la migracién de células WT en presencia o ausencia del inhibidor de Akt, sin embargo en las cé-

lulas KO observamos una pequefia disminucioén no significativa de su movilidad.

Este ultimo grupo de resultados muestra que la inhibicién de la via de Akt provoca una
disminucién de la movilidad celular tanto en las células controles como en las células H-ras/-,
sugiriendo que esta ruta participa directamente en la migracion celular de los fibroblastos, migra-

cién que parece ser a su vez dependiente de la isoforma H-Ras.
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FIBROBLASTOS N-ras -/~

1. Caracterizacion de las células

Los fibroblastos KO de N-Ras (N-7as/-) usados en este estudio proceden de cultivos de
embriones de ratones KO para el gen de N-ras. Las células control (WT) son fibroblastos em-
brionarios procedentes de ratones WT de la misma cepa. Para los experimentos de caracteriza-
cién celular, hemos cultivado los fibroblastos en un medio DMEM con 10% de SBF hasta que

alcanzaron una confluencia de un aproximadamente 80% .
A. Expresion de las isoformas de Ras

Mediante RT-PCR y western-blot confirmamos que los fibroblastos KO de N-Ras no ex-
presan ni el ARNm ni la proteina N-Ras; ademas no se observan diferencias con respecto a los

fibroblastos WT en la expresion de las otra isoformas de Ras, K-Ras y H-Ras (figura 306).

g :
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Z Z
H-ras H-Ras
(109pb) = (21kDa) “ o
N-ras N-Ras
(183pb) - (kD)
(412pb) (21kDa) »
(386pb)
Figura 36. Expresion de ARNm y de la proteina de las diferentes isoformas de Ras, valorada
por PCR (A) y por western blot (B), en fibroblastos WT y N-ras~- cultivados en 10% SBF.
PCR (A) o blot (B) representativo de 3 experimentos realizados en las mismas condiciones.

B. Expresion de marcadores de miofibroblastos

En ausencia de N-Ras la expresion de los marcadores de miofibroblastos vimentina y o.-

SMA analizada por western-blot. es igual que la de los fibroblastos WT (figura 37).
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Figura 37. Expresion o.-SMA y
E vimentina valorada por wes-
tetn-blot en fibroblastos WT y
N-ras/- cultivados en  10%
SBF. Blot representativo de 2

experimentos realizados en las
Vimentina _ mismas condiciones.
(57 kDa)

N-ras -/-

C. Ciclo celular

Analizamos la existencia de alteraciones en el ciclo celular en los fibroblastos KO de N-
Ras mediante citometria de flujo (figura 38). Nuestros resultados muestran una mayor nimero

de células en las fases S, G2 y M en los fibroblastos N-ras /- con respecto a los fibroblastos WT.
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Figura 38. Porcentaje de fibroblastos WT y N-ras/- en cada fase del ciclo celular, valorado por
citometria de flujo. Los histogramas representan la media + error estandar de 6 experimentos, realiza-
dos en las mismas condiciones. GO: células quiescentes; G1, G2: células en las fases 1 y 2 ; S: células en
la fase S; M: células en la fase de mitosis del ciclo celular. * Diferencias estadisticamente significativas
(p<0.01) vs. fibroblastos WT' (N-ras*/*).
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2. Expresion de Ras activado (Ras-GTP)

La activacioén de Ras en los fibroblastos KO de N-Ras, valorada por western blot, es signi-
ficativamente mayor en condiciones basales con respecto a los fibroblastos WT. El tratamiento
con TGF-B1 no produce cambios importantes sobre la activacion de Ras, aunque en los fibro-
blastos W' hemos observado un aumento no significativo de la expresion de Ras-GTP (figura

39).
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Figura 39. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la expresion de Ras-
GTP/Ras total en fibroblastos WT y N-ras/-, evaluado por western-blot tras la pre-
cipitacion por pull-down de Ras-GTP. El panel inferior muestra un blot representativo
de 13 (WT)-5 (N-ras/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones. Los histogra-
mas representan la media + error estandar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada
como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %); las bandas
cotresponden al ratio Ras-GTP / Ras total. * Diferencias estadisticamente significativas
(p<0.01) vs. fibroblastos WT' en condiciones basales.

3. Activacion de los efectores de Ras

Hemos analizado mediante western-blot la expresién de las formas fosforiladas de Erk y

de Akt, fosfo-Erk, y fosfo-Akt, en fibroblastos KO de N-Ras, asi como el efecto del tratamiento

con TGF-B1 a las 24 horas.
A. Ruta de MAPKSs: activacion de Erk

Los fibroblastos KO de N-Ras presentan una mayor expresion de fosfo-Erk que los fi-

broblastos WT en condiciones basales, que podtia deberse a la mayor activaciéon de Ras en estas
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Figura 40. Efecto del tratamiento con TGF-f1 (1 ng/ml) sobre la expresion de fosfo-Erk/Erk (A)
o fosfo-Akt/Akt (B) en fibroblastos WT y N-ras/-, evaluado por western-blot. El panel infetior
muestra un blot representativo de entre 34 (WT)-11-16 (N-ras/-) experimentos, realizados en las mismas
condiciones. Los histogramas representan la media + error estandar de la densidad 6ptica de las bandas,
expresada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). *Diferencias
estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.

células; ademas, la fosforilacion de Erk aumenta significativamente con el tratamiento con TGF-

1 s6lo en presencia de N-Ras (figura 40).
B. Ruta de PI3K: activacion de Akt

La expresion de fosfo-Akt también es mayor en los fibroblastos KO de N-Ras en condi-

ciones basales, con respecto a los controles. Ademas, el incremento en la expresion de fosfo-Akt
producido tras el tratamiento con TGF-B1 en las células WT no se produce en los fibroblastos

N-ras /.
4. Expresion y sintesis de proteinas de MEC
A. Efecto del tratamiento con TGF-PB1 sobre la expresion de proteinas de MEC

Analizamos la expresion de fibronectina, colageno tipo I y sintesis de proteinas colagenas

totales en condiciones basales y tras el tratamiento con TGF-B1 en fibroblastos N-ras/- y WT.
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¢ Fibronectina

No se aprecian diferencias en la expresion de fibronectina analizada por western blot en-
tre fibroblastos WT y KO de N-Ras en condiciones basales; sin embargo la expresion del
ARNm de fibronectina es mayor en las células N-7as/- que en las WT. El TGF-B1 aumenta sig-
nificativamente la expresion de fibronectina (ARNm y proteina) en los fibroblastos controles,

mientras que este aumento no es significativo en los fibroblastos

KO de N-Ras (figura 41).

A) B) S e
* 2
I 3001 T E o 160 *
Q o T
~ [ = 140 T
< 250 1 % v
S - Mo 120 o
S8 200+ g3 I
Z s <8 100 T
H 4 e i
Q > 150 1 = 80
B 5
A T &3] =~ 60 1
o 100 1 Z
& [e) 40 1
= ] &
o 50 = 0
=~
0- 0-
TGF Bl1ng/ml = + - + TGF Bl1ng/ml = + - +
Fibronectina Fibronectina
(124 pb) (220 kDa)
GAPDH Erk-Total
(983 pb) (42-44 kDa)
Figura 41. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la expresion de fibronectina valo-
rado por RT-PCR (A) y por western blot (B) en fibroblastos WT y N-ras/- El panel inferior muestra
una PCR representativa de 3(WT)-6 (N-ras/~) experimentos (A) y un blot tepresentativo de 39(WT)-11
(N-ras/~) experimentos (B), realizados en las mismas condiciones. Los histogramas representan la media +
error estindar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada como % respecto a los valores basales
(fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). * Diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) vs. fibro-
blastos WT en condiciones basales.

¢ Colageno

Analizamos la expresion de colageno tipo I por western- blot y RT-PCR y medimos la
incorporaciéon de prolina tritiada durante la sintesis de todos los tipos de colagenos en el medio

de cultivo.
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En condiciones basales, la expresion del ARNm y de la proteina de colageno tipo I es sig-
nificativamente mayor en los fibroblastos KO de N-Ras que en los fibroblastos WT. Ademas, el
tratamiento con TGF-f1 estimula la expresion de coligeno tipo I, aunque este aumento no se

corresponde con una mayor expresion del ARNm de coldgeno tipo 1 en los fibroblastos N-7as/-

(tigura 42).

2
&
N~

650 300 9

+
T
600 1 % [ %
550 250 4
500 T
4507 200 1 *
400 1
350 4 i
300 1 1507
250 1
200 1 100 T
150 1 .
100 1 - 50 1
50 1 I I
0 04
- +

TGF -p1 Ing/ml = + - + TGF-p1Ing/ml = +
_— Ay —— —

Colageno Ial (i;)éz(l’)gkelr)m)l
(303 pb) a P 3
’ (82 kDa) E =] S e
GAPDH
(983 pb) ErkTotal | i —
(244 kD0) g — . —

Figura 42. Efecto del tratamiento con TGF-f1 (1 ng/ml) sobre la expresion de colageno tipo I valo-
rado por RT-PCR (A) y por western blot (B) en fibroblastos WT y N-ras/~ El panel inferior muestra
una PCR representativa de 3(WT)-6(N-ras/-)experimentos (A) y un blot representativo de 36(WT)-8(N-ras/~)
experimentos (B), realizados en las mismas condiciones. Los histogramas representan la media + error estan-
dar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT
en 0,5% SBF, 100 %). * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condicio-
nes basales; + Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.05) vs. fibroblastos N-ras/-) tratados con
TGF-B1.

—
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COLAGENO I/ERK TOTAL
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H

Por otro lado, la sintesis de colageno total es significativamente mayor en células KO que

en células WT; ademids el TGF-B1 aumenta la sintesis de colageno total aunque este incremento

es menor en los fibroblastos N-rus/- .

Seguin los resultados descritos anteriormente, la isoforma N-Ras parece tener un papel en
la regulacion de la sintesis y expresion de colageno tipo I y en la acumulacién de proteinas cola-
genas, tanto en condiciones basales como tras el tratamiento con TGF-1, mientras que la regu-
lacién de la expresion de fibronectina parece ser independiente de esta isoforma sélo en condi-

ciones basales.
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Figura 43. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la acumulacion de
prolina en proteinas colagenas en fibroblastos WT y N-ras/-. Los histogramas repre-
sentan la media + error estindar de la cuentas por millén, expresadas como % respecto a
los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %) de 42 (WT)- 8 (N-ras/-) expeti-
mentos, realizados en las mismas condiciones; * diferencias estadisticamente significativas
(p<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.

B. Papel de la via de Erk en la expresion de proteinas de MEC.

Inhibimos la via de Erk pre-incubando las células con U0126 30 min. antes del tratamien-
to con TGF-B1 durante 24 horas. A continuacién valoramos por western blot la expresién de

fibronectina y colageno I.

¢ Fibronectina

Antetiormente, hemos mostrado que el tratamiento con TGF-B1 produce un aumento en
la expresion de fibronectina en las células WT que no es significativo en las células KO de N-

Ras. La inhibicién de Erk disminuye la expresion de fibronectina tanto en condiciones basales
como tras el tratamiento con TGF-B1 en ambos tipos celulares aunque en los fibroblastos N-
ras/- esta disminucioén no es significativa. Estos datos sugieren que la via de Erk parece estar
implicada en la expresion de fibronectina inducida por TGF-P1 en ambos tipos celulares (figura

44).
¢ Colageno tipo 1

La inhibicién de la via de Erk no reduce la expresion de colageno I inducida por TGF-f1
(figura 44). Por tanto, la expresion de colageno tipo I inducida por TGF-B1 es independiente de
N-Ras y de la ruta de Erk, puesto que en ausencia de ambas vias no observamos diferencias sig-

nificativas en su expresion.
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Figura 44. Efecto de la inhibicién de Erk con U0126 (20 pM) sobre la expresion de fibronectina
(A) y colageno tipo I (B) en fibroblastos WT y N-ras/- valorada por western-blot. El panel infetior
muestra un blot representativo de 11-39 WT- 11-3 N-ras/- experimentos, realizados en las mismas condi-
ciones. Los histogramas representan la media + error estindar de la densidad 6ptica de las bandas, ex-
presada como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %; las bandas corres-
ponden al ratio de las proteinas/Etk total (usado como control de catga). * Diferencias estadisticamente
significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; # (p<0.05) vs. fibroblastos WT trata-

dos con TGF-B1; + (p<0.05) vs. fibroblastos N-ras~/- en condiciones basales.

100



Resultados

C. Papel de la via de Akt en la expresion de proteinas de MEC.

Valoramos el efecto de la inhibicién de fosfo-Akt sobre la expresion de fibronectina y co-
lageno tipo I inducida por TGF-B1, pre-incubando con el inhibidor de la PI3K (1.Y294002) 30

minutos antes del tratamiento con TGF-1 durante 24 horas.

¢ Fibronectina

La expresion de fibronectina, tanto en condiciones basales como inducida por TGF-B1, se
reduce en presencia del inhibidor de la PI3K/Akt en los fibroblastos WT, pero no en los fibro-
blastos N-7as/-. Estos resultados sugieren que la via de Akt estd implicada en parte en la expre-
sién de fibronectina, siempre y cuando N-Ras se encuentre presente, ya que en ausencia de esta

isoforma la inhibicién de Akt no afecta a la expresion de fibronectina (figura 45).

¢ Colageno tipo I

La inhibicion de la via de Akt revierte el efecto inductor del TGF-1 sobre la sintesis de
colageno tipo I, independientemente de que los fibroblastos tengan o no la isoforma N-Ras. En
este caso, la activacion de la via de Akt parece ser la principal ruta empleada por el TGF-B1 para

inducir la expresion de colageno tipo I y parece ser independiente de N-Ras (figura 45).
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Figura 45. Efecto de la inhibicion de Akt con LY294002 (20 pM) sobre la expresion de fibronectina
(A) y colageno tipo I (B) en fibroblastos WT y N-ras/~ valorada por western-blot. El panel infetior
muestra un blot representativo de 12-39 WT— 8-3 N-7as/- experimentos, realizados en las mismas condicio-
nes. Los histogramas representan la media + error estindar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada
como % respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %; las bandas corresponden al
ratio de las proteinas/Etk total (usado como control de carga). * Diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; # (p<0.05) o ## (p<0.01) vs. fibroblastos WT' tratados
con TGF-B1;+ (p<0.05) vs. fibroblastos N-7as/- en condiciones basales; x (p<0.01) vs. fibroblastos N-ras/-

tratados con TGF-B1.

< 82kDa)
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5. Estudios de proliferacion celular

A. Efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre la proliferacion celular.

El tratamiento con TGF-P1 estimula la proliferacion celular, valorada mediante la tincién

de nucleos con cristal violeta, aunque este aumento es menor en fibroblastos KO de N-Ras.

Ademas esta citocina también estimula la expresion nuclear de Ki67, aunque en ausencia de N-

Ras la expresion de Ki67 inducida por TGF-B1 esta sensiblemente disminuida (figura 46).
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Figura 46. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobte la proliferacion celular en fibroblas-
tos WT y N-ras/- valorada mediante la tincién de nicleos con cristal violeta (A) e inmunofluores-
cencia de Ki67(B). Los histogramas en A representan la media + error estindar de 80 (WT)-32 (N-ras/-)
experimentos, realizados por triplicado y expresados como % respecto al valor basal (fibroblastos WT en
0,5% SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media + error estindar de 19-31 (WT)-9-14
(N-ras/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones, expresados como % de células tefiidas con
Ki67 (rojo) /células tefiidas con Hoescht (azul) tespecto a los valores basales de cada tpo celular
(fibroblastos WT o N-ras/- en 0,5% SBF, 100 %). El panel derecho muestra microfotografias (50X) repre-
sentativas de inmunofluorescencias de Ki67 de diferentes experimentos realizados en las mismas condicio-
nes. * Diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; +
(p<0.01) vs. fibroblastos N-7as/- en condiciones basales; # (p<<0.01) vs. fibroblastos WT tratados con TGF-

B1.

Estos datos sugieren que la isoforma N-Ras participa en la proliferaciéon inducida por

TGF-B1 y patece tener un papel relevante en la expresion de Ki67 en el nicleo.
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Por otro lado la expresion de p53, analizada por western blot, es mucho menor en los fi-
broblastos KO de N-Ras que en los WT; ademas, su expresiéon aumenta con el tratamiento con
TGF-B1 solamente en las células WT. La expresién de PCNA también disminuye significativa-
mente en los fibroblastos N-ras/- y tras la estimulacién con TGF-B1 aumenta sélo en presencia

de N-Ras (figura 47). Estos resultados confirman la importancia de N-Ras en la proliferacion

celular inducida por TGF-f1.
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Figura 47. Efecto del tratamiento con TGF-B1 (1 ng/ml) sobre la expresion de p53 (A) y PCNA
(B) en fibroblastos WT y N-ras/- evaluado por western-blot. El panel inferior muestra un blot
representativo de entre 7-10 (WT)-4-7 (N-7as/-) experimentos, realizados en las mismas condiciones. Los
histogramas representan la media + error estaindar de la densidad 6ptica de las bandas, expresada como
% respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %); * Diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) 6 **(p<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales.

B. Papel de la via de Erk en la proliferacion celular

Para comprobar si la via de Erk esta implicada en la proliferacion celular, tratamos los fi-
broblastos con el inhibidor de MEK U0126 30 minutos antes del tratamiento con TGF-1 du-
rante 24 horas y analizamos su efecto proliferativo mediante la tincién de nuicleos con cristal

violeta e inmunofluorescencia con Ki67.

La inhibicién de Erk en los fibroblastos WT reduce significativamente la proliferacion

inducida por TGF-B1, valorada mediante la tincién de nicleos con cristal violeta; sin embatgo,
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en ausencia de N-Ras no se produce ningin cambio en la proliferacion tras la inhibicién de la

via de Erk. Por otro lado, el TGF-1 aumenta la expresion nuclear de Ki67 solo en fibroblastos
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Figura 48. Efecto de la inhibicion de Erk con U0126 (20 pM) sobre la proliferacion celular en fibro-
blastos WT' y N-ras/- valorada mediante la tincién con cristal violeta (A) e inmunofluorescencia de
Ki67 (B). Los histogramas en A representan la media + error estandar de 81-28 (WT)-32-8 (N-ras/-) experi-
mentos, realizados por triplicado y expresados como % respecto al valor basal (fibroblastos WT en 0,5%
SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media + error estandar de 19-31(WT)- 8-13 (H-ras /") ex-
petimentos, expresados como % de las células teiidas con Ki67 (rojo)/células tefiidas con Hoescht (azul)
respecto a los valores basales (fibroblastos WT en 0,5% SBF, 100 %). El panel medio muestra microfotogra-
ffas representativas (50X) de inmunofluorescencias de Ki67 de diferentes experimentos, realizados en las
mismas condiciones. * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condicio-
nes basales; + (p<<0.01) vs. fibroblastos N-ras/- en condiciones basales; # (p<<0.05) o ##(p<0.01) vs. fibro-
blastos WT tratados con TGF-81; x (p<<0.05) vs. fibroblastos N-ras/- tratados con TGF-$1.

105



Resultados

WT, aunque existe una disminucion en el nimero de células positivas para Ki67 en ambos tipos

celulares tras la co-incubacién del TGF-B1 con el inhibidor U0126 (figura 48).

Por tanto, nuestros datos parecen indicar que la via de Erk necesita la presencia de N-Ras

para modular la proliferacién inducida por TGF-B1, pero no para inducir expresion nuclear de

Ki67.

C. Papel de la via de Akt en la proliferacion celular

Analizamos la participacién de la via de Akt mediante la co-incubacién con TGF-B1 y el
inhibidor de PI3K-Akt (LY294002) durante 24 h. La inhibicién de Akt disminuye significativa-
mente la proliferacion inducida por el tratamiento con TGF-f1, valorado mediante cristal viole-

ta e inmunofluorescencia de Ki67, tanto en los fibroblastos WT como en los N-7as/- (figura 49).

Por tanto, la ruta de PI3K/Akt parece estar implicada en la proliferacién inducida por

TGF-B1, independientemente de la presencia o ausencia de N-Ras.
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Figura 49. Efecto de la inhibicion de Akt con LY294002 (20 puM) sobre la proliferaciéon celular en
fibroblastos WT' y N-ras/-valorada mediante la tincién de nicleos con cristal violeta (A) e inmuno-
fluorescencia de Ki67(B). Los histogramas en A representan la media + error estindar de 81-20 (WT)-32-
8 (N-ras/) experimentos, realizados en las mismas condiciones por triplicado y expresados como % res-
pecto al valor basal (fibroblastos WT' en 0,5% SBF, 100 %) y los histogramas en B representan la media +
error estandar de 19-31(WT)- 9-14 (N-ras/-) experimentos, expresados como % de las células tefiidas con
Ki67 (rojo) /células tefiidas con Hoescht (azul) tespecto a los valotes basales (fibroblastos WT en 0,5%
SBF, 100 %). El panel medio muestra microfotografias (50X) representativas de la inmunofluorescencia de
Ki67 de diferentes experimentos realizados en las mismas condiciones.* Diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p<<0.01) vs. fibroblastos WT en condiciones basales; # (p<0.05) 6 ## (p<0.01) vs. fibroblastos
WT tratados con TGF-B1; + (p<0.01) vs. fibroblastos N-7as/- en condiciones basales; x (p<0.05) vs. fibro-

blastos N-7as/- tratados con TGF-f1.
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6. Estudios de migracion celular

Analizamos la movilidad de los fibroblastos KO de N-Ras en cultivo mediante ensayos de

cicatrizaciéon y de migracion a través de la camara de Boyden.
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Figura 50. Analisis de la movilidad celular en fibroblastos WT y N-ras/- analizados por el tiempo de
cierre de heridas (A y B) y migracion a través de transwell y tincion de nucleos por cristal violeta
(C). (A) Microfotografias (50X) representativas del cierre de heridas a tiempos 0, 12 y 16h de 3 experimen-
tos, realizados en las mismas condiciones; (B) variaciéon con respecto al tiempo del promedio de las areas de
las heridas normalizadas al tamafio de herida inicial (100%) de 3 experimentos, realizados en las mismas con-
diciones; C) los histogramas representan la media + error estindar de las medidas de absorbancia correspon-
dientes al nimero de células que han migrado en 2 experimentos realizados por triplicado. * Diferencias esta-

*

24 12 24

Tiempo (h)

A. Condiciones basales (0,5% SBF)

Los ensayos de cicatrizacion muestran que los fibroblastos controles cierran el 50% de la

herida en 10 horas aproximadamente, mientras que los fibroblastos KO de N-Ras no pueden
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cerrar heridas del mismo tamafio en el mismo periodo de tiempo. Ademas, la migraciéon induci-
da por una diferencia de la concentracién de suero de 2% SBF a 10% SBF a través de una mem-
brana de 8 pum es significativamente menor en los fibroblastos KO de N-Ras tanto a las 12 co-

mo a las 24h (figura 50).

Todos estos datos parecen indicar que la migracion celular es dependiente de la isoforma
N-Ras, ya que en ausencia de dicha isoforma la movilidad de los fibroblastos se encuentra clara-

mente reducida.
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Figura 51. Efecto de la inhibicién de Erk con U0126 (20 uM) sobre la movilidad celular en fibroblas-
tos WT y N-ras/- analizados por el tiempo de cierre de heridas (A y B) y migracion a través de trans-
well y tincién de nucleos por cristal violeta (C). (A) Microfotografias representativas del cierre de heridas
a tiempos 0 y 20 h de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; (B) variacién con respecto al
tiempo del promedio de las areas de las heridas normalizadas al tamafio de herida inicial (100%) de 3 experi-
mentos, realizados en las mismas condiciones; C) Los histogramas representan la media + error estandar de las
medidas de absorbancia correspondientes al nimero de células que han migrado en 2 experimentos realizados
por triplicado.* Diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) vs. fibroblastos N-7as/- en condiciones
basales
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B. Papel de la via de Erk en la migracién celular.

La velocidad de cierre de las heridas realizadas en células WT y KO tratadas con el inhibi-
dor de MEK U0126 es similar a la observada en condiciones basales. Sin embargo, en los ensa-
yos de franswell la inhibicion de Erk durante 24 h provoca una disminucién significativa en el
nimero de células N-7a5s/- que han atravesado la membrana, mientras que en los fibroblastos

WT no se observa esa disminucion tras la inhibiciéon de Erk (figura 51).
C. Papel de la via de Akt en la migracion celular

La inhibicién de Akt disminuye significativamente la capacidad de los fibroblastos WT
para cerrar heridas del mismo tamafo, y este efecto es menos claro en fibroblastos KO de N-
Ras, posiblemente por la incapacidad de estas células para cerrar las heridas. Sin embargo, en los
estudios de migracion celular en #ranswell observamos que a las 24 h no hay diferencias en la mi-
gracion de células WT en presencia o ausencia del inhibidor de Akt, mientras que en células KO
se produce una disminucion del nimero de células que atraviesan la membrana tras dicha inhibi-

cion (figura 52).
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Figura 52. Efecto de la inhibiciéon de Akt con 1.Y294002 (20 uM) sobre la movilidad celular en fibro-
blastos WT' y N-ras/- analizados por el tiempo de cierre de heridas (A y B) y migracion a través de
transwell y tincion de nucleos por cristal violeta (C). (A) Microfotografias representativas del cierre de
heridas a tiempos O y 20 h tratadas y sin tratar de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; (B)
vatiacion con respecto al tiempo del promedio de las areas de las heridas normalizadas al tamafio de herida
inicial (100%) de 3 experimentos, realizados en las mismas condiciones; C) los histogramas representan la me-
dia + error estandar de las medidas de absorbancia correspondientes al numero de células que han migrado en
2 experimentos realizados por triplicado. * Diferencias estadisticamente significativas (p<<0.01) vs. fibroblastos

N-ras/- en condiciones basales
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El estudio de los mecanismos implicados en el desarrollo de la fibrosis es de gran interés,
debido a la irreversibilidad de esta patologia una vez es detectada; la posibilidad de identificar
marcadores para su diagnoéstico precoz en grupos de riesgo (hipertensos, diabéticos, etc.), asi
como de descubrir posibles dianas sobre las que actuar farmacologicamente e intentar prevenir
el proceso fibrotico (o incluso revertirlo, siempre y cuando pudiera detectarse en estadios muy
iniciales), es una de las metas de numerosos grupos de investigacion que trabajan en el campo de

la fibrosis.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido dilucidar la implicacion de diferentes
isoformas de Ras en los tres de los procesos que participan en el desarrollo de la fibrosis: pro-
duccion de MEC, proliferacion y migracion celular (Wynn, 2008), en fibroblastos 7z vitro. Nues-
tros resultados muestran que tanto la isoforma H-Ras como la N-Ras estan regulando dicha pro-

duccién de MEC, asi como la proliferacion y la movilidad celular en este modelo experimental.

En nuestro estudio hemos utilizado fibroblastos inmortalizados procedentes de embriones
de ratones KO para las isoformas H y N-Ras. Una de las ventajas del uso de una linea celular
inmortalizada frente a un cultivo primario es que las células de cultivo primario estan sometidas
a estrés motivado por la adaptacion a un medio diferente al propio, el cual podria enmascarar las
verdaderas alteraciones debidas a la falta de alguna isoforma de Ras. Ademas, los fibroblastos
inmortalizados son mejor modelo que otros sistemas complejos como tejidos o animales com-
pletos ya que podemos delimitar mejor la respuesta a diversos factores sin que la sefializacion
mediada por células préximas o por moléculas secretadas por ellas interfieran en los resultados.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este modelo aportan una primera idea o aproximacion
que deberfa ser comprobada en un tejido, 6rgano o animal completo donde existe una mayor
interaccién entre diferentes tipos celulares y otros factores que intervienen en los procesos bio-
logicos. Un inconveniente del uso de fibroblastos KO es que la ausencia de una proteina podria
originar una mayor expresion de otras durante el desarrollo del organismo para compensar su
funcion. No obstante, nuestros resultados nos muestran la importancia de las isoformas H y N
de Ras en la sefializacion celular y la existencia de posibles funciones individuales de cada isofor-
ma que no pueden ser sustituidas por la presencia de las otras dos isoformas de Ras. Este traba-
jo establece las bases para nuevos estudios sobre el papel de Ras en el desarrollo de la fibrosis.
Por otro lado, el uso de fibroblastos KO tiene varias ventajas sobre otras técnicas para inhibir la
expresion de Ras como el ARN de interferencia (ARNi), ADN antisense (ADNas) o los anti-

cuerpos neutralizantes: 1) en este modelo todas y cada una de las células tienen la deleccion del
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gen de la isoforma de Ras correspondiente y no expresan la proteina, por tanto los resultados
obtenidos se deben a la ausencia de la proteina, mientras que en el caso del ARNi 6 del ADNas
la eficacia de transfeccion a veces no supera el 50%; 2) en este modelo sélo inhibimos la protei-
na correspondiente al gen eliminado, mientras que en los otros casos puede haber interferencias
con ARNm o genes con secuencias parecidas a la utilizada para el bloqueo o una inhibicién glo-
bal de todas las isoformas por el anticuerpo neutralizante. Por tanto, con el uso de fibroblastos
KO obtenemos una respuesta mas clara y exacta que la obtenida con las otras técnicas de inter-
ferencia, las cuales tienen la ventaja de que pueden utilizarse en momentos puntuales evitando

posibles adaptaciones de la célula para compensar la falta de una proteina.

1. Efecto de la ausencia de H y N-Ras sobre la activacion de Ras y sus efec-
tores.

En condiciones de crecimiento activo (10% de SBF), la ausencia de una isoforma de Ras
no produce una mayor expresion ni del ARNm ni de la proteina de las isoformas restantes. Este
resultado esta en consonancia con los analisis transcripcionales realizados por Castellano y cols.
(2007) en los cuales demuestran que la expresion del gen ras correspondiente a cada isoforma
parece estar regulada independientemente, ya que la ausencia de H-Ras 6 N-Ras no causa nin-

gun cambio compensatorio en la expresion de las otras isoformas de Ras.

Una vez comprobado que no existian diferencias en la expresion de las isoformas de Ras
en fibroblastos deficientes en una de ellas, quisimos averiguar si la activaciéon de Ras total y de
sus efectores Erk y Akt era distinta en ausencia de H- o de N-Ras (tabla 7). Nuestros resultados
muestran una mayor activaciéon de Ras en fibroblastos N-ras/- que no se observa en fibroblastos
KO de H-ras con respecto a los WT en condiciones basales. Ademas, resultados previos de
nuestro grupo de investigaciéon demostraron que en fibroblastos dobles KO de N y H-Ras la
activacion de Ras era también mayor (Martinez-Salgado y cols., 2006). Estos datos parecen indi-
car una mayor activaciéon de Ras total en ausencia de N-Ras, presumiblemente correspondiente a

una mayor activaciéon de K-Ras.

Por otro lado, al analizar la activacién de Erk y de Akt, observamos que, independiente-
mente de que exista 0 no una mayor activacion basal de Ras total, los fibroblastos KO de H-Ras
y de N-Ras muestran una mayor expresion de la forma fosforilada de Erk y de Akt. En el caso
de los fibroblastos N-7as/- la mayor activacién de Ras total puede ser la responsable de la mayor
activacion de Erk y Akt. Sin embargo, en el caso de los fibroblastos KO de H-Ras, en donde la

proporcion de Ras-GTP es similar a los fibroblastos WT, la activaciéon de estos efectores debe
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@ s WT basal WT H-ras /- N-ras/-
. vs KO basal
Basal = f
Ras-GTP
TGF-p1 4 = \ 4
Basal f f
Fosfo-Erk
TGE-B1 4 = =
Basal f f
Fosfo-Akt
TGE-B1 4 = =

Tabla 7. Activacién de Ras y sus efectores Erk y Akt en fibroblastos tratados con TGF-f1. Resumen

de los resultados descritos anteriormente. = : sin cambios f : aumento ’ : disminucion.

de ser consecuencia de la activacién de otras vias.

Estd descrito que de las isoformas de Ras, H-Ras es la principal activadora de PI3K/Akt,
(Fayard y cols., 2005) mientras que N-Ras y K-Ras ejercen una menor activacion de esta protei-
na (Yan y cols., 1999; Li y cols., 2004). Sin embargo, en nuestras células KO de H-Ras observa-
mos una sobreactivacion de Akt. La mayor activacién de Akt en fibroblastos H-ras/- podria de-
berse a la sobreexpresién observada a nivel transcripcional del gen de la subunidad B de la pro-

teina G (Gnb-1) (Castellano y cols., 2007) que esta implicada en la regulacién de la subunidad o

de esa misma proteina y de ciertos receptores y efectores entre los que se encuentra la PI3Ky
(Chen y cols., 2008; Yang y Hung, 2009). Ademas mediante el analisis del transcriptoma de los
fibroblastos KO de H-Ras, Castellano y cols. (2007) vieron una sobreexpresion de neuronatina
o Nnat, una proteina implicada en la fosforilacién del factor de transcripcion CREB vy en infla-

macién que ademas es capaz de fosforilar Erk y Akt (Mzhavia y cols., 2008).

Generalmente las proteinas Ras estimulan la ruta Raf/MEK/Ertk, aunque en la literatura
cientifica se describen algunos casos en los que mutaciones en K-Ras 6 H-Ras no estimulan la

fosforilacién de Erk en algunos tipos celulares como astrocitos o fibroblastos Rat-1(Gopalbhai y
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Meloche, 1998; Luo y Sharif, 1999); tampoco se ha observado una activaciéon constitutiva de Erk
en leucemias mieloides agudas humanas con mutaciones activadoras de N-Ras o K-Ras (lida y
cols., 1999; Yip-Schneider y cols., 1999). La mayor activaciéon de Erk observada en fibroblastos
KO de H-Ras es mas dificil de explicar y tenemos varias hipotesis que queremos corroborar en
el futuro. Sengupta y cols. (2003) (Sengupta y cols., 2003) describieron que la inhibicién de la
ruta PI3K/Akt con LY294002 inhibia a su vez la fosforilacién de Erk1/2 inducida por HGF,
sugiriendo una contribuciéon de PI3K en la activacion prolongada de las rutas de las MAPK. Re-
sultados similares se obtuvieron anteriormente en células de hepatoma humano estimuladas con
HGF que producia un aumento de la fosforilacion de Erk mantenido por encima de las 24h y
que era dependiente de Akt (Sipeki y cols., 1999). Por ello sugerimos que la mayor activacion de
Erk en fibroblastos H-7as/- puede estar relacionada con una mayor activacion de fosfo-Akt en
estas células. Por otro lado, otra de las vias que puede activar Erk es la via de la proteina quinasa
C: en fibroblastos intestinales procedentes de pacientes con enfermedad de Crohn se ha descrito
un aumento en los efectos fibréticos del TGF-B1 mediante la activacién de Erk por la PKC
(Mulsow y cols., 2005); sin embargo, este no debe de ser el caso en nuestro modelo ya que expe-
rimentos preliminares no han mostrado cambios significativos en la actividad de la PKC en fi-

broblastos H-7as/- (datos no mostrados).

Hemos comprobado el efecto del tratamiento con TGF-B1 sobre estas vias de sefaliza-
cién. El TGF-B1 estimula la activacion de Ras en los fibroblastos tipo salvaje, como ya se ha
descrito en otros tipos celulares como células epiteliales (Karnoub y Weinberg, 2008; Kretzsch-
mar y cols., 1999; Mulder y Morris, 1992; Yan y cols., 1994) y células de carcinoma de pancreas
(Park y cols., 2000). Sin embargo, esta citocina no es capaz de activar Ras en ausencia de las iso-
formas H- o N-Ras. Resultados previos de nuestro grupo de investigaciéon han mostrado que el
TGF-B1 tampoco puede activar Ras cuando sélo se encuentra presente la isoforma K-Ras
(Martinez-Salgado y cols., 2006). Por tanto, esto parece sugerir que es necesaria la presencia con-

junta de las isoformas H y N-Ras para que el TGF-B1 induzca la activacién de la GTPasa Ras.

Por otro lado, el tratamiento con TGF-B1, ademas de aumentar la proporcién de Ras-GTP
en la célula, aumenta la activacion de dos de sus principales vias de sefializacion, la ruta de
MAPK-Erk y la ruta de PI3K-Akt (Colicelli, 2004; Downward, 2003)en fibroblastos WT. Sin
embargo, en fibroblastos KO de H- y N-Ras el TGF-1 no induce un aumento notable de la

activacioén de estas proteinas, posiblemente por el hecho de que partimos de una expresion basal
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clevada de éstas o por la posibilidad de que sea necesaria la presencia conjunta de ambas isofor-

mas para que TGF-B1 active Ras y por tanto sus efectores.

En resumen, nuestros datos indican que la ausencia de N-Ras origina una mayor activa-
ciéon de Ras total (probablemente debida a una mayor activaciéon de K-Ras), de Erk y de Akt.
Ademas en ausencia de H-Ras se activan otras vias independientes de Ras que activan Erk. Por
otro lado, el TGF-B1 necesita la presencia simultinea de H- y N-Ras para activar Ras y sus efec-

tores, Erk y Akt.

2. Efecto de la ausencia de H y N-Ras sobre la acumulacion de matriz ex-
tracelular

La sintesis y degradaciéon de MEC es uno de los procesos cuya desregulacion puede oca-
sionar su acumulacion, una de las caracteristicas de la fibrosis. Por este motivo quisimos com-

probar si existen diferencias en la expresion de proteinas de MEC como fibronectina, colageno 1
y colageno total en ausencia de las isoformas H- y N-Ras y en respuesta a TGF-1. En la tabla 8

mostramos un resumen de los resultados descritos anteriormente.

Los fibroblastos utilizados en este estudio tienen caracteristicas de miofibroblastos puesto
que expresan 0-SMA y vimentina, dos proteinas consideradas como marcadores de este tipo
celular. Los miofibroblastos son las principales células productoras de MEC bajo condiciones

patoldgicas (Liu y cols., 2004).

Nuestros resultados muestran una mayor acumulacion de MEC en los fibroblastos ~ H-
ras/-y N-ras/-. La ausencia de H-Ras produce una mayor acumulacién de fibronectina, coldge-
no tipo Iy colageno total, mientras que en ausencia de N-Ras sélo es mayor la acumulaciéon de
colageno. Estos datos parecen indicar la implicacion por parte de la isoforma H-Ras, y de N-Ras
en menor medida, en la regulacion de la sintesis de MEC. En un estudio previo observamos que
los fibroblastos dobles KO de H-Ras y de N-Ras presentaban una mayor acumulacién de fibro-
nectina, colageno I y colageno total, lo cual indica que la isoforma K-Ras, o la ausencia de las
otras dos isoformas, parece tener un papel relevante en la producciéon de MEC (Martinez-
Salgado y cols., 2006). Otros autores han descrito la participaciéon de isoformas de Ras en la sin-
tesis de colageno: Slack y cols. (1992) describieron por primera vez la regulacion del gen de cola-
geno I por la expresion de Ras en fibroblastos de raton; ademas, observaron que los fibroblastos

que sobreexpresan el oncogen N-ras (Lys61) o el oncogen H-ras (vall2), mutaciones activadoras
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. vs WT basal
‘ vs KO basal WT H . N .
vs TGF-B1 “ras “ras
Fibronectina 4 4
Basal * —
ARNm
TGF-B1 * — f
Proteina
Inhibicion de Erk
Inhibicion de Akt
Colageno I 4 4
Basal f f
ARNm
TGF-B1
Proteina * f f
Inhibicion de Erk
Inhibicion de Akt
Colageno total L) L3
TGF-B1 * * * ]

Tabla 8. Acumulacién de MEC en fibroblastos tratados con TGF-B1. Resumen de los resultados descri-

tos anteriormente. = : sin cambios f : aumento ’ : disminucion.

de Ras, tienen una menor expresion del ARNm correspondiente a las cadenas al y a2 del cola-

geno tipo L.

El TGF-B1 es una citocina profibrética que posee un amplio abanico de funciones dife-
rentes: es capaz de inducir la expresion de proteinas de matriz extracelular como colageno I, fi-
bronectina, tenascina y laminina (Blobe y cols., 2000; Branton y Kopp, 1999) ademas de inhibir
la produccién de proteasas e inducir la expresion de TIMPs (Cheng y Grande, 2002). EI TGF-3

1 aumenta el ARNm de la cadena a1 del colageno tipo I en fibroblastos 7 vitro y contribuye a la

120



Discusion

fibrogénesis zz vivo (Fine y Goldstein, 1987; Karnoub y Weinberg, 2008). En el presente estudio
hemos observado como en fibroblastos WT el TGF-1 aumenta la expresién de los ARNm y
de las proteinas célageno tipo I y fibronectina, y también induce una mayor acumulacién de
proteinas colagenas en el medio de cultivo de estas células. Recientemente se ha demostrado que
Ras y la sefalizacién por TGF-B1 median efectos antagénicos sobre la expresion de genes de
MEC en fibroblastos NIH3T3 transformados con Ras y Raf (Wisdom y cols., 2005). En los fi-
broblastos KO de N- y de H- el TGF-B1 también aumenta la expresién de colageno tipo I, aun-
que no aumenta la expresioén de su correspondiente ARNm. Este dato parece indicar que la ex-
presion de colageno tipo I inducida por TGF-B1 depende de H y N-Ras a nivel trascripcional,
pero la menor expresion del ARNm no evita la acumulacién de colageno tipo I inducida por
TGF-B1 por lo que esta citocina, en ausencia de H- y N-Ras, podtia inducir un aumento en la
expresion o activacion de proteinas que estabilicen el ARNm, o una mayor inhibicién de la ex-
presion de colagenasas que degraden el colageno tipo I. Apoyando nuestros resultados, Kim y
cols. (2004) han observado en células epiteliales de mama humanas transformadas con H-Ras
como el TGF-B1 induce una mayor activacion de MMP-2 y MMP-9 que degradan la MEC para
favorecer la migracion de estas células. Mas recientemente se ha descrito que H-Ras aumenta la
expresion de uPA, la cual promueve directamente la degradacion de la MEC, y también activa la
cascada de plasminégeno- plasmina en astrocitos humanos (Zhao y cols., 2008). Ademas, en
nuestro estudio, la sintesis de coldgeno total inducida por TGF-B1 se reduce significativamente
en ausencia de N-Ras; esta es la primera vez que se sugiere la implicacién de la isoforma N-Ras

en la sintesis total de esta proteina.

Por otro lado, el TGF-1 no aumenta la expresion de fibronectina en fibroblastos H-ras/-
(aunque si aumenta la expresion de su ARNm), por lo que la participacién de esta isoforma pa-
rece ser necesaria para aumentar la traduccién del ARNm o inhibir la degradaciéon de la proteina.
Sin embargo, en los fibroblastos KO de N-Ras el TGF-1 no aumenta la expresion del ARNm
de fibronectina pero si su proteina, por lo que esta isoforma podria regular la transcripcion del
gen de fibronectina inducida por TGF-B1, y en su ausencia esta citocina podtia inducit un au-
mento en la estabilizacion de este ARNm o en la inhibicién de proteinas que degraden las fibro-
nectina, aumentando asi su acumulacién. Estos resultados parecen indicar papeles contrapuestos

de las isoformas H y N-Ras en la expresion de fibronectina inducida por TGF-B1.

La mayor activacion de Erk y Akt anteriormente descrita en los fibroblastos KO de N- y H-

Ras podtia ser la responsable del aumento de MEC observado en nuestros fibroblastos en con-
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diciones basales. La participacion de la via de Akt en la regulacion de la sintesis y degradacion de
la MEC inducida por TGF-B1 estd descrita en numerosos tipos celulares (Somanath y cols.,
2007; Yano y cols., 2007; Zhang y cols., 2004). En fibroblastos de pulmoén la inhibicién de la
PI3K por LY294002 disminuye la estabilidad del ARNm de la cadena al de coldgeno tipo Iy

estos cambios no estan asociados a variaciones en el nivel de transcripcion del gen al(I) de cola-
geno y tampoco es consecuencia de la toxicidad del LY294002 para la célula; ademas, esta in-

hibicién es selectiva y no afecta ni al nivel de ARNm de CTGF ni de TGF-1 (Ricupero y cols.,
2001). Por otro lado, la ruta de PI3K/Akt también regula la sintesis de colageno I inducida por
el factor derivado de las plaquetas en fibroblastos en cultivo (Ivarsson y cols., 1998). Rodriguez-
Pefa y cols. han descrito una disminucion en la cantidad de fibronectina y de colageno I en rifio-
nes obstruidos de ratones sometidos a 3 dfas de OUU cuando se trataban con el inhibidor de la
ruta PI3K/Akt LY294002 (Rodriguez-Pena y cols., 2008). Nuestros datos corroboran la pattici-
pacion de la via de Akt en la expresion de colageno tipo I y de fibronectina inducidas por TGF-
B1, ya que existe una disminucion de la expresién de ambas proteinas tras la inhibicion de PI3K
con L.Y294002; esta inhibicién es menor en el caso de la fibronectina cuando H-Ras esta ausente
y no se produce si N-Ras esta ausente. En nuestro estudio hemos observado una mayor expre-
si6n basal de colageno tipo I en los fibroblastos H-7as/- y N-ras/-que podria deberse a una ma-
yor expresion de fosfo-Akt, el cual podria estar regulando la estabilizacion del ARNm de colage-
no I ya que al inhibir la PI3K disminuye la expresion de colageno tipo I. También se ha descrito
que la expresion de fibronectina esta regulada en parte por Akt. En cultivos primarios de fibro-
blastos cardiacos también se ha descrito la implicacion de la via de PI3K/Akt dependiente de la
activacion del factor de necrosis tumoral NFkf en la estimulacion de la produccién de fibronec-
tina inducida por intetleucina 18 (Reddy y cols., 2008). Sin embargo, Zhang y cols. mostraron en
células de carcinoma de pulmoén una inhibiciéon por LY294002 y por un dominante negativo de
Akt del aumento en MMP2 inducido por IGF-1, metaloproteasa que tiene numerosos sustratos

entre los que se encuentra la fibronectina (Zhang y cols., 2004).

La ruta de MEK/Erk también juega un papel en la sintesis de MEC inducida por TGF-f3
1. Erk tiene diferentes funciones dependiendo del tipo celular y condiciones (Hayashida y cols.,
1999; Mucsi y cols., 1996; Neugarten y cols., 1999; Svegliati-Baroni y cols., 1999; Tharaux y
cols., 2000). Se han descrito efectos contrapuestos de la via de Erk sobre la acumulacién de
MEC: puede tener un papel inhibitorio, como en fibroblastos de piel humanos y en células me-
sangiales humanas después de una estimulacién mitogénica en los que Erk1/2 inhibe la sintesis

de colageno tipo I (Reunanen y cols, 2000); puede no ejercer ningun efecto, como en el estudio
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de Rodriguez-Pefia y cols. (2008) donde describieron que la inhibicién de la via de Erk no dismi-
nuye ni la expresion de fibronectina ni de colageno tipo I en un modelo de fibrosis experimental
y también se ha descrito un papel inductor de la sintesis de MEC, como en células hepaticas de
rata (Jiang y cols., 2008) y en células mesangiales humanas (Hayashida y cols., 1999) en las que la
inhibicién de Erk por un inhibidor especifico o mediante un dominante negativo bloquea el
aumento de la sintesis de coldgeno I inducido por TGF-B1. Nuestros resultados muestran que la
inhibicién de Erk origina una disminucién de la expresion de fibronectina y colageno tipo I en
condiciones basales. Ademas, la expresion de fibronectina inducida por TGF-B1 se ve disminui-
da en presencia del inhibidor de MEK, mientras que la expresion de colageno tipo I inducida
potr TGF-B1 no se ve afectada por esta inhibicién, excepto en ausencia de H-Ras, donde tam-
bién se produce un incremento de la expresion de fibronectina tras la inhibiciéon de MEK. Estos
resultados permiten sugerir que la expresién de fibronectina inducida por TGF-B1 depende de
PI3K/Akt en presencia de N-Ras, y que ademas el TGF-B1 estimula la sintesis de fibronectina
en presencia de H-Ras a través de Erk. Sin embargo cuando esta isoforma no esta presente, la
ruta de Erk tiene un efecto inhibitorio sobre la expresion de fibronectina tras el tratamiento con
TGF-B1. Por otro lado, la expresién de colageno tipo I inducido por TGF-B1 depende de
PI3K/Akt y necesita la presencia de al menos una de las dos isoformas, H- o N-Ras, para que
Akt module esta via. Erk so6lo regula también la expresion de coligeno I inducido por TGF-f1

solo en ausencia de H-Ras.

En resumen, las isoformas N y H-Ras participan en la sintesis de MEC tanto en condicio-
nes basales como tras el tratamiento con TGF-B1; ademas, nuestros resultados sugieren que la
participacion de H-Ras es mas importante en condiciones basales, mientras que N-Ras parece

modular la sintesis de MEC inducida por TGF-f1 (figura 53).

3. Efecto de la ausencia de H y N-Ras sobre la proliferacion

El descubrimiento de las proteinas Ras como pro-oncogenes y su implicacion en el desarro-
llo de tumores nos muestra la importancia de estas proteinas en la regulacién de la proliferacion
celular. En el 20% de los tumores humanos las mutaciones activadoras de Ras contribuyen al
fenotipo de malignidad, incluyendo la desregulacién del ciclo celular, de la muerte celular pro-
gramada, de la capacidad invasiva y de la formacioén de nuevos vasos (Downward, 2003). El ana-

lisis del ciclo celular de nuestros fibroblastos muestra un menor numero de células en etapas
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Figura 53. Diagrama esquematico
mostrando el papel de las isoformas de
Ras sobre la expresion de colageno
tipo I y fibronectina. Las tres isoformas
actuan de forma cooperativa para la acti-
vacién de Akt y la produccién de MEC.
Ademas, en la expresién de fibronectina
parece participar la via de Erk probable-
mente a través de N-Ras.

PHB/AKT

Colageno i 'F'ibronectipa_
tipo I R -

proliferativas en los fibroblastos KO de H-Ras que en los controles, mientras que los fibroblas-

tos N-7as/- presentan un mayor numero de células en fases S-G2-M que en los controles.

Hemos analizado la expresion de PCNA, Ki67 y p53 para valorar posibles cambios en la
proliferacién en ausencia de H- y N-Ras. PCNA tiene un papel esencial en el metabolismo de
los acidos nucleicos como componente de la maquinaria de reparacién y replicacion (Kelman,
1997). Nuestros resultados muestran una menor expresion de PCNA en fibroblastos KO de H 'y
N-Ras, indicativa de una menor proliferacion en condiciones basales. Ki67 se expresa en el nui-
cleo de células que se encuentran en las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular, mientras que en las
fases de quiescencia o GO no se expresa (Gerdes y cols., 1984). No hemos observado diferencias
significativas en la expresion de Ki67 entre fibroblastos WT y KO en condiciones basales, lo
cual puede deberse a que a estos fibroblastos se mantienen en un medio de cultivo pobre (0,5%
SBF) para mantenerlos en quiescencia. Sin embargo observamos que la expresion de p53 es sig-
nificativamente mayor en fibroblastos H-ras/-, mientras que su expresion casi desaparece en au-
sencia de N-Ras. El p53 se ha denominado “el guardian del genoma” porque se activa principal-
mente tras el dafio del ADN deteniendo el ciclo celular en la fase G1/S, activando proteinas re-
paradoras del ADN e iniciando la apoptosis si la reparacion es imposible (Levine y cols., 2004).

La sobreexpresion de p53 en ausencia de H-Ras podria ser la responsable de la notable reduc-
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Tabla 8. Proliferacion celular en fibroblastos tratados con TGF-B1. Resumen de los resultados descti-
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cién en la proliferaciéon observada en los fibroblastos KO de H-Ras; la casi completa inhibicion
de su expresion en ausencia de N-Ras podria estar relacionada con el aumento de células en fase
S-G2-M que se observa tras el analisis de ciclo celular en fibroblastos N-7as/-, aunque necesita-
rfamos experimentos adicionales para poder identificar el papel de p53 en la regulacién de la

proliferacién en nuestros fibroblastos KO.

Por otro lado, numerosos autores han demostrado que el TGF-B1 estimula la prolifera-
cién en fibroblastos (Cunliffe y cols., 1996; Kay y cols., 1998; Martinez-Salgado y cols., 2006) y

en células mesangiales (Haberstroh y cols., 1993). Nuestros datos confirman el efecto proliferati-

vo de TGF-B1 en fibroblastos. Es destacable la importancia de Ras en este proceso ya que en
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ausencia de H-Ras o de N-Ras la proliferacién inducida por TGF-f1 esta sensiblemente dismi-
nuida. Estos datos estan de acuerdo con experimentos realizados anteriormente por nuestro gru-
po de investigacion que demuestran que en fibroblastos dobles KO de N y H-Ras la prolifera-
ci6én inducida por TGF-B1 también es notablemente inferior a la que se observa en fibroblastos
WT (Martinez-Salgado y cols., 2006). En cultivos primarios de fibroblastos renales la inhibicién
de K-Ras o de H-Ras mediante un dominante negativo produce una disminucién en la prolifera-
cién inducida por EGF (Sharpe y cols., 2000). Recientemente, Rosseland y cols. (2008) demos-
traron en hepatocitos transfectados con las isoformas H-Ras o K-Ras constitutivamente activa-
das que la incorporaciéon de timidina al DNA inducida por EGF aumentaba significativamente
en células que expresaban H-Ras activo pero no K-Ras. Estos resultados, al igual que los nues-
tros, ratifican la importancia de Ras no sélo en los procesos proliferativos producidos durante el
desarrollo del cancer, sino también en aquellos que tienen lugar en otras condiciones. Ademas,
hemos observado como en ausencia de H- o N-Ras no hay practicamente cambios en la expre-
si6n de Ki67 y PCNA tras el tratamiento con TGF-B1, lo cual confirma los datos obtenidos an-
teriormente. Esta reduccion en la proliferacion observada en los fibroblastos H-ras/- y N-ras/-
en condiciones basales y tras el tratamiento con TGF-B1 podtia estar directamente relacionada
con el incremento en la sintesis de MEC observada en estas células. A ese respecto, Weber y
cols. (2001) han mostrado previamente como el biglicano, un componente de la MEC, inhibe la
proliferacién de células cancerigenas pancreaticas tanto en presencia como en ausencia de TGF-
B1, induciendo la parada del ciclo celular en G1 y una reduccién en la expresion de PCNA, asi

como una reduccién parcial de la activacion de Ras y de Erk in vitro.

Una vez comprobada la importancia de Ras en la regulacion de la proliferacion celular qui-
simos comprobar si las isoformas de Ras regulaban este proceso a través de las rutas de sefializa-
cion de Erk y Akt. Tanto la inhibicién de la via de Erk como la de Akt inducen una disminucién
en la proliferacién y en la expresion de Ki67 inducido por TGF-B1 en fibroblastos WT. La acti-
vacién de MEK/Erk es capaz de promover diferentes procesos celulares muchas veces contra-
puestos (Marshall, 1995): se ha descrito que una elevada expresion de fosfo-Erk induce parada
en el ciclo celular junto con senescencia, apoptosis y diferenciaciéon, mientras que un nivel de
activacion bajo pero mantenido es una caracteristica comin en muchos sistemas celulares en
proliferaciéon (Kahan y cols., 1992; Pumiglia y Decker, 1997; Qui y Green, 1992; Roovers y
Assoian, 2000). Ademas, se ha demostrado que la proliferacion inducida por IGF-1 es regulada
en parte por la ruta de MEK-Erk (Phan y cols., 2003).La activacion de Erk también esta relacio-

nada con aumentos en la proliferacién de células renales en cultivo (Ishida y cols., 1999).En cé-
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lulas hepaticas estrelladas la inhibicién de la via de Erk con PD98059 provoca una disminucion
de la proliferacion inducida por acetaldehido, mediante una parada en la fase GO-G1 de forma
dosis dependiente (Jiang y cols., 2008). La via de Erk también esta implicada en la respuesta pro-
liferativa de fibroblastos de pulmoén inducida por la estimulacion de los receptores muscarinicos
(Matthiesen y cols., 2007).Por otro lado, en fibroblastos procedentes de embriones de ratén do-
bles KO para dos isoformas de Raf, Raf A y Raf-1, Mercer y cols. (2005) han demostrado una
disminucién de la expresion de Ki67 tras la inhibicién de Erk. Ademas la inhibicién con el in-
hibidor de MEK PD98059 previene la expresion de Ki67 inducida por el tratamiento con EGF
en células pancréaticas (Rescan y cols., 2005). En concordancia con estos datos, nuestros resul-
tados muestran una menor proliferacion inducida por TGF-1 en ausencia de H y de N-Ras,
que es inhibida por U0126 en los fibroblastos H-ras/-, pero no en los N-ras/-; anteriormente
habiamos descrito la patticipacion de la via de Erk en la proliferacién inducida por TGF-B1 en
fibroblastos dobles KO de H y N-Ras (Martinez-Salgado y cols., 2006). Sin embargo, la expre-
si6n de Ki67 tras el tratamiento con TGF-B1 se inhibe con el inhibidor de MEK U0126, excep-
to en ausencia de H-Ras, por lo que la isoforma H-Ras podria ser responsable de estimular la
expresion de Ki67 a través de MEK/Ertk e inducir proliferacion. Estos resultados sugieren que
la via de Erk participa en la proliferacioén celular inducida por TGF-B1 probablemente a través
de N y/o K-Ras y que H-Ras también esta regulando la proliferacion a través de una ruta inde-
pendiente de Erk, pero dependiente de Ki67. Recientemente, Traynor y cols. (2008) han obser-
vado en pacientes con tumores de prostata que un incremento en la expresion de N-Ras en la

membrana de células tumorales esta asociado a incrementos en la fosforilacion de MAPK y en la

expresion de Ki67 (Traynor y cols., 2008).

Otros autores han demostrado recientemente la participacioén de la via de Akt en la proli-
feraciéon de fibroblastos. Kim y cols. (2007) han descrito una disminucién de la proliferacion
celular tras la inhibicién de la fosforilacion de Akt con el inhibidor de PI3K LY294002 tanto en
fibroblastos de pulmén estimulados con radiacién ionizante como en fibroblastos NIH3T3 tra-
tados con la proteina Wnt3a que modula el crecimiento y la proliferacion. Jeon y cols. (2007)
mostraron también que la proliferaciéon inducida por EGF en fibroblastos 1.929 estd mediada
por Akt, y que los efectos de EGF se suprimen tras la inhibicion especifica de Akt. Ademas, la
inhibicién de PI3K reduce un 68% la proliferaciéon en fibroblastos renales (Winbanks y cols.,
2007) y la proliferaciéon inducida por otras citocinas como PDGF, FGF e IGF-1 en células de
los discos intervertebrales (Pratsinis y Kletsas, 2007), o en macréfagos estimulados con cerami-

da-1 fosfato (Gangoiti y cols., 2008). Dan y cols. (2009) han descrito también que la inhibicién
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de la ruta PI3K/Akt por un nuevo inhibidor de PI3K (ZSTK474) suprime la expresion nuclear
de ciclina D1 y Ki67, mediante la parada del ciclo celular en las fases GO/G1. Nosotros hemos
observado que la inhibicién de PI3K/Akt inhibe la proliferacion y la expresion de Ki67 inducida
por TGF-B1 en fibroblastos WT, H-7as/- y N-ras/; sin embargo, en los fibroblastos dobles KO

de N y H-Ras la proliferacién inducida por TGF-B1 sélo parece depender de la via de Erk
(Martinez-Salgado y cols., 2006) por lo que las isoformas H- y N-Ras individualmente no pare-
cen ser relevantes para la activaciéon de Akt y la consiguiente estimulacion de la proliferacion ce-
lular inducida por TGF-B1, pero es necesaria la presencia de una de ellas para estimular la proli-

feracién a través de Akt.

Resumiendo, en nuestro modelo experimental el TGF-f1 activa las distintas isoformas de
Ras, las cuales actdan de forma complementaria estimulando la via de MAPK-Erk y PI3K-Akt;
solamente en ausencia de N-Ras la proliferacién es independiente de la via de Erk. Sin embargo,
en células H-ras/- observamos una menor proliferacién inducida por TGF-f1, la cual se reduce

al inhibir tanto la via de Erk como de Akt; en este caso, la sobreexpresion de fosfo-Akt que se
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Figura 54. Diagrama esquematico mostrando el papel de las isoformas Ras sobre la proliferacion

celular y la expresiéon de Ki67 inducida por TGF-B1 en condiciones normales (A) y en ausencia de
H-Ras (B) 6 de N-Ras (C). X: ausencia; () independiente.
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observa en condiciones basales en ausencia de H-Ras podria ser la responsable de esta reduc-
cién en la proliferacion, ya que se ha descrito que una activaciéon constitutiva de Akt puede evi-
tar la traslocacion al nucleo de fosfo-Erk y reducir asi la proliferaciéon (Gervais y cols., 2000).
Por otra parte, mediante la inhibicién de GSK3f inducida por Akt se puede estimular la apopto-
sis (Chambard y cols., 2007; Le Gall y cols., 2003), provocando una reducciéon del nimero de
células viables (figura 54).

3. Efecto de la ausencia de H y N-Ras sobre la migracion

La participacién de Ras en procesos de migracion celular ha sido muy estudiada en relacién
con la invasividad de los tumores y su capacidad para producir metastasis (Kelly-Spratt y cols.,
2004; Reifenberger y cols., 2004; Santini y cols., 2008). En muchos tipos celulares (fibroblastos,
queratinocitos, células endoteliales, melanoma y células epiteliales de mama) la expresion del
oncogen H-Ras constitutivamente activado provoca un aumento en la actividad migratoria que
contribuye al comportamiento metastatico de muchos tumores (Ahn y cols., 2004; Charvat y
cols., 1998; Fujita y cols., 1999; Iwamoto y cols., 1993; Munevar y cols., 2001; Shin y cols.,
2005). Ademas en fibroblastos NIH3T3 Scheneider y cols. (2008) mostraron que H-Ras regula
los cambios en el volumen celular necesarios para aumentar su migracion. En células de melano-
ma la inhibicién mediante ARN;del oncogen N-Ras inhibe la migracién ademas del crecimiento
celular y la invasividad del tumor (Eskandarpour y cols., 2009). Nuestros resultados muestran
que en ausencia de H-Ras o de N-Ras la migracion de los fibroblastos es menor que lo de los
fibroblastos WT, lo cual parece confirmar la necesidad de la presencia de ambas isoformas para
que se produzca una migracién celular normal. Estos datos estan de acuerdo con los de Nobes
y Hall (1999) que describieron que la migracion de fibroblastos embrionarios de rata era menor
cuando se bloqueaba Ras con el anticuerpo neutralizante Y13-259. Por otro lado, Fotiadou y
cols. (2007) observaron una menor migracion a través de camara de Boyden de MEFs transfor-
mados y deficientes en N-Ras y K-Ras. Estos autores postulan que N y K-Ras tienen un papel
complementario que favorece la transformacion celular y que la ausencia de una isoforma des-
compensa la sefializacion a favor de la de la otra y reduce la transformacion. Estos autores creen
que N-Ras esta implicada en procesos relacionados con la reorganizacion del citoesqueleto de
actina y la formacién de uniones focales evitando la migracion probablemente a través de Raf y
Rho A, mientras que K-Ras esta mas implicada en los procesos de migraciéon propiamente di-
cha, favoreciendo la movilidad celular probablemente a través de Akt. En cuanto a la isoforma
H-Ras no le asignan ningun papel, debido a que no son capaces de detectar su expresiéon por

western-blot al igual que Wolfman (2000) y por lo tanto consideran que no se expresa en MET;
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sin embargo, nosotros hemos mostrado previamente la expresion de H-Ras en MEF (Martinez-
Salgado y cols., 2006). Nuestros datos muestran una menor migracion en ausencia de N-Ras, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos por Fotiadou y cols. (2007); sin embargo en fibro-
blastos KO de H-Ras también observamos una disminucién en la migracién que no se explicaria
segun el modelo propuesto por estos autores. Por ello, tanto las isoformas H- como N-Ras pa-

recen estar directamente implicadas en la movilidad celular.

Una vez comprobada la participacion de las isoformas de Ras en la migracion en fibroblas-
tos, hemos querido evaluar también la participacion de las vias de Erk y Akt en los procesos de
movilidad celular. Hemos observado una clara participacion de Akt en la migracion celular,
puesto que cuando tratamos fibroblastos WT' con el inhibidor de PI3K se reduce la migracion
hasta niveles similares a los fibroblastos KO. En ausencia de las isoformas H- y N-Ras no ob-
servamos diferencias en la migracién tras el tratamiento con 1.Y294002, probablemente porque
la activaciéon de H y N-Ras es necesaria para la activacion de Akt o porque la movilidad de estos
fibroblastos es ya tan reducida que no se puede reducir mas. Liao y cols. (2006) describieron que
los fibroblastos K-Ras/~, pero no los N-Ras”/- son defectuosos en la activacion de Akt inducida
por factores de crecimiento y esto esta relacionado con un defecto en la migraciéon celular. Tam-
bién hemos indicado anteriormente que K-Ras participa en los procesos de migracion, favore-
ciendo la movilidad celular probablemente a través de Akt (Fotiadou y cols., 2007). La participa-
cion de la via de Erk en la migracion celular parece ser menos importante; de hecho sélo en au-
sencia de H-Ras la migracion celular parece ser dependiente de Erk. A ese respecto, se ha descri-

to que la activacion de la via de sefializacién Ras/Raf/MAPK estimula la movilidad de los fibro-
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blastos de raton (Glading y cols., 2000). Por otro lado, Fotiadou y cols. (2007) sugieren que la
inhibicién de la sefializacién de K-Ras produce una disminuciéon en la migracion celular y este

efecto es revertido parcialmente tras la inhibicién de Raf o de Rho A.
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Figura 55. Diagrama esquematico mostrando el papel de las isoformas Ras sobre
migracion celular. La ausencia de N 6 de H-Ras disminuye notablemente el cierre de las
heridas y la migracién celular.

En conclusién, todos estos datos parecen indicar la implicacion de las isoformas de Ras,
H- y N-Ras, en la acumulacién de MEC, proliferaciéon y movilidad celular que tienen lugar du-
rante el desarrollo de la fibrosis, ya que ambas isoformas parecen estar participando, en mayor o
menor medida y de forma cooperativa, en estos procesos en fibroblastos embrionarios. H-Ras
parece estar mas implicada en la sintesis de MEC en condiciones basales, pero en respuesta a
TGF-B1, la participacién de N-Ras parece ser mas relevante en dicha sintesis; en ausencia de
ambas isoformas, esta acumulacion de MEC parece ser mayoritariamente dependiente de la via
de Akt, y en menor medida de Erk. I.a acumulacién de MEC podria estar asociada a la menor
proliferaciéon que se observa en estos fibroblastos, proliferacién que parece ser a su vez depen-
diente de ambas isoformas de Ras. Las vias de Erk y Akt participan en la proliferacién y expre-
sion de Ki67 inducida por TGF-B1, excepto en ausencia de N-Ras, en cuyo caso es indepen-

diente de Erk y Ki67. Ademas, este descenso en la proliferaciéon que se observa en ausencia de
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estas isoformas de Ras podtia ser responsable, al menos en parte, de la menor movilidad celular
observada en los fibroblastos KO de H- y N-Ras, donde la participaciéon de Akt parece ser im-

prescindible.
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Conclusiones

De los resultados anteriormente detallados en esta Memoria de Tesis Doctoral extraemos

las siguientes conclusiones:

La acumulacién de MEC esta regulada por la presencia de H y N-Ras y parece depen-
der fundamentalmente de Akt, el cual estd sobreactivado en ausencia de estas isofot-

mas de Ras. Ademas, la participaciéon de N-Ras parece ser mas relevante que la de H-

Ras en el aumento de la expresion de proteinas de MEC inducido por TGF-B1.

La via de Erk regula la proliferacién celular inducida por TGF-B1, excepto en ausen-
cia de N-Ras, en cuyo caso este proceso es también independiente de Ki67. Ademas,
es necesaria la presencia de al menos una de las dos isoformas para que Akt module

este proceso.

La movilidad de los fibroblastos es dependiente de H y N-Ras y esta mediada funda-
mentalmente por la ruta de PI3K/Akt.

La mayor producciéon de MEC en ausencia de H- y N-Ras puede ser responsable de
la menor capacidad proliferativa de estos fibroblastos; a su vez, este descenso en la
proliferacion limita en parte la capacidad de migracién de estas células en ausencia de

las isoformas de Ras.
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ABREVIATURAS







Abreviaturas

ADN: 4cido desoxiribonucleico.

ADNc: acido desoxiribonucleico copia.

ADNas: icido desoxiribonucléico antisense.

ANOVA: analisis de la varianza.

Akt: proteina cinasa B.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARNI: acido ribonucleico de interferencia

ARNm: acido ribonucleico mensajero

BMP: proteina morfogénica del hueso (bone
morphogenetic protein).

BSA: albumina sérica bovina.

Cdks: cinasas dependientes de ciclinas (¢yelin-
dependent-kinases)

CDMP: proteina morfogenética derivada del
cartilago (cartilage-derived morphogenetic protein).

CKT: inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas
(¢yclin-kinase inbibitors)

Co-Smads: Smads mediadoras comunes (common
mediator Smads).

C-terminal: carboxilo terminal.

DDR: discoidin-domain-receptors.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium.

DMSO: dimetilsulféxido.

dNTPs: desoxinucleétidos trifosfato

Dominio RGD: arginina-glicina-acido aspartico.

Dominios PH: dominios homélogos a pleckstrina .

Dominios SH2 y SH3: Src homology 2 y 3.

EEM: error estandar de la media.

EDTA: etilen diamino tetraacético.

EMT: transicion del epitelio a mesénquima
(epithelial-mesenchimal transition).

Erk: proteina cinasa reguladas por sefiales
extracelulares (extracellular signal regulated protein
kinase)

FSP-1: proteina especifica de fibroblastos (fibrobiast-
specific protein T).

GAG: glucosaminoglicanos.

GAPs: proteinas activadoras de GTPasas (GTPase
activating proteins).

GDF: factor de crecimiento y diferenciacion (growth

and differentiation factor).

GDNPF: factor neurotréfico derivado de células
gliales (glial cell-derived nenrotrophic factor).

GDP: guanosina difosfato.

GEFs: proteinas intercambiadoras de nucleé6tidos de
guanina GDP/GTP (Guanine nucleotide
Exchange Factors).

GTP: guanosina trifosfato.

IGF: factor de crecimiento insulinico-1 (iusuline-like
growth factor 7).

IL-1: interleucina 1.

IRC: insuficiencia renal crénica.

I-Smads: Smads inhibidoras (inbibitory Smads).

kDa: Kilodalton.

KO: Knock out.

LAP: péptido asociado de latencia (Latency Asociated
Peptide) .

LTBP: proteina de unién al TGF- latente (Latency
TGF-f3 Binding Protein).

MAPK: proteina cinasa activada por mitdgenos
(mitogen activated protein kinase).

MEC: matriz extracelular.

MEKXK: cinasa MAPK/Erk.

MEKK: cinasa MEK.

MIS/AMH: sustancia inhibidora de Miiller /
hormona anti-Milleriana (Miillerian inbibiting
substance/ anti-Miillerian hormona).

MLB: Mg Lysis/Wash Buffer.

MMPs: metaloproteasas de la matriz (watrix
metalloproteinases).

MMPs-TM: metaloproteasas de la mattiz tipo
membrana.

N-terminal: amino terminal.

OP: proteina osteogénica (osteogenic protein).

PAI: inhibidor del activador del plasminégeno
(plasminogen activator inbibitor).

pb: pares de bases

PBS: solucién salina tamponada (phosphate buffered
saline).

PCNA: antigeno nuclear de proliferacién
(proliferanting cell nuclear antigen)

PDGEF: factor de crecimiento derivado de las
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Abreviaturas

plaquetas (platelet derived growth factor).

PDXK1: cinasa 1 dependiente de fosfoinositol.

Pi: fosfato inorganico.

PI: fosfoinositidos.

P13,4,5P3: fosfoinositol 3,4,5-trifosfato.

PI3,4P,: fosfoinositol 3,4-bisfosfato.

PI3K: fosfatidil inositol 3 cinasa.

PI3P: fostoinositol 3-fosfato.

PMSF: fenilmetanosulfonilo.

PtdIns: fosfatidil inositoles.

Ras: RAt Sarcoma

Rb: retinoblastoma

RBD: dominio de unién a Ras (ras binding domain)

R-Smads: Smads reguladas por receptores (receptor-
regulated Smads).

RTKs: Receptores tirosina cinasa (Receptor Tirosine
Kinases).

SARA: anclaje de Smad para activacién del receptor
(Smad anchor for receptor activator).

SBF: suero bovino fetal.

SDS: dodecil sulfato sédico.

Ser: serina.

Smads: Swall mothers against decapentaplegic.

Sos: Son of sevenless.

TPR-I: receptor de TGF-P tipo L.

TPR-II: receptor de TGF-P tipo II.

TGF-P: factor de crecimiento transformante f3 (

Transforming growth factor B).

Thr: treonina.

TIMPs : inhibidores tisulares de las metaloproteasas
(Tissue Inhibitors of Metaloproteases).

t-PA: activador tisular del plasminégeno (Zssue-type
plasminogen activator).

Tyr: tirosina.

TTIBS: tampon Tween-Tris buffered saline.

u-PA: activador del plasmindgeno tipo urocinasa

(urokinase-type plasminogen activator).
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