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Introduccién

1. El factor de crecimiento transformante beta (TGFp)

La familia del factor de crecimiento transformante B (TGFp) est& constituida por una
serie de proteinas integradas por méas de 35 citoquinas que incluye las activinas, las inhibinas,
la proteina morfogénica de hueso (BMP), la hormona antimulleriana, una glicoproteina
presente en los embriones masculinos responsable de la inhibicion del desarrollo de los
conductos de Mller, y el factor de crecimiento transformante . Todas ellas regulan una gran
cantidad de actividades biologicas, como son la proliferacion, la migracion y la apoptosis de
diferentes tipos celulares, tanto en el estado adulto como durante el desarrollo embrionario
(Hinck, 2012).

El TGFB es considerado una citoquina multifuncional (pleiotropica) debido a los
efectos que tiene sobre los diferentes tipos celulares. En mamiferos, se han descrito tres
isoformas del TGFB (B1, B2 y B3) que son altamente homdlogas entre si y comparten una
region C-terminal rica en cisteinas. Aunque hay una gran similitud entre ellas, los genes que
los codifican estan localizados en cromosomas diferentes (regiones cromosomicas 19913,
1941 y 14924 respectivamente). Las distintas isoformas del TGFB comparten funciones
bioldgicas entre las que destacan el control de la proliferacion celular y la induccion de
sintesis de colageno. Sin embargo, también varian su expresion segln las necesidades del
organismo, por ejemplo, el TGFB1l se expresa principalmente en respuesta a un dafio,
mientras que la expresion de las isoformas 2 y 3 se relaciona con procesos fisioldgicos, como

el control hormonal y la diferenciacion celular (Hinck, 2012; Sporn y Roberts, 1992).

El factor TGFB1 es el inhibidor més potente de proliferacion de células mieloides,
mesenquimales, epiteliales, linfoides, endoteliales y varios tipos de células transformadas.
Por el contrario, puede estimular la proliferacion de fibroblastos normales y de células no
epiteliales. Otra funcion destacada es la sintesis y el depdsito de proteinas de la matriz
extracelular y la induccion de la expresion de integrinas y receptores que median las
interacciones celulares con la matriz extracelular (Horbelt et al, 2012). EI TGFp también es
capaz de regular la expresion de genes como jun-B, c-fos y c-Myc, y de regular la actividad
de proteinas transductoras de sefiales intracelulares como por ejemplo, el recambio de inositol
trifosfato (IP3), la fosforilacion de la proteina retinoblastoma (Rb) o la activacion de
proteinas G (Peralta et al, 2001).
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El factor TGFp se sintetiza como una molécula inactiva unida al péptido asociado a la
latencia (LAP). Este péptido se encuentra anclado a la matriz extracelular mediante la
proteina de union al TGFp latente (LTBP). EI TGFp se activa para unirse a su receptor
cuando se separa de estas moléculas por protedlisis que puede ser inducida por varios
factores, como son el pH extremo, las altas temperaturas, la contraccion celular o la
desglicosilacion de LAP (Buscemi et al, 2011; Ignotz y Honeyman, 2000). También existe un
mecanismo particular de activacion iniciado por la union del complejo latente del TGFB1 a la
glicoproteina de matriz extracelular llamada trombospondina 1 (TSP-1) (Galvez-Gastlum et
al, 2004).

1.1. Receptores de TGFp

Se han descrito tres tipos de receptores de TGFf: TPRI, TBRII y TBRIII. El genoma
humano codifica siete receptores de tipo | (ALKs 1-7) y cinco receptores de tipo Il (ActR-
1A, ActR-11B, BMPR-Il, AMHR-II y TBRII) que se dimerizan en diferentes combinaciones
formando los complejos receptores para los diversos miembros de la familia del TGFp. En
células de mamiferos, los receptores TBRI ALK 5 y TBRII son los responsables de los efectos

biol6gicos del TGFB1 (Massagué, 2012).

Los receptores tipo | y tipo Il son bastante similares entre si, ambos son
glicoproteinas transmembrana de un Unico segmento, en las que el dominio citoplasmatico
C—terminal contiene proteinas serina-tirosina quinasas mientras que la region extracelular de
estos receptores contiene diez 0 mas cisteinas. Los receptores tipo | se distinguen por la
presencia de 30 aminoacidos, conocidos como “dominio GS”, que preceden al dominio
quinasa. Durante la activaciéon del complejo de receptores por unioén de ligando, el receptor
tipo Il se autofosforila y fosforila a su vez a los residuos de serina y tirosina del dominio GS
del receptor tipo I, permitiendo la propagacion de la sefial. Esta fosforilacidn del receptor tipo
I conlleva un cambio conformacional del sitio de union al inhibidor FKBP12 localizado en el
dominio GS de manera que, en lugar del inhibidor, pueda unir proteinas de la familia Smad
(Massagué et al, 2006).

Los receptores tipo Il son correceptores de la via de sefializacion del TGFp. Se
conocen dos tipos de receptores tipo III: los B-glicanos y la endoglina. Los B-glicanos son

proteoglicanos de membrana y estdn ampliamente distribuidos en células mesenquimales,
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epiteliales y neuronas. Se unen a TGFp a través de su dominio extracelular de 100 kDa,
poseen una region transmembrana y un dominio citoplasmético corto que no participa en la
transduccion de sefiales, pero al que recientemente se ha adscrito una funcion importante en
la regulacion de procesos celulares como apoptosis y migracion celular (Bilandzic y Stenvers,
2011). La principal funcién de los B-glicanos es mediar la sefializacion de TGFp, BMP e
inhibinas en diferentes tipos celulares. Estos receptores aumentan la union de las tres
isoformas de TGFp al complejo receptor formado por TBRI y TPRII, pero son especialmente
necesarios para incrementar la afinidad y actividad del TGFB2 (Bilandzic y Stenvers, 2011;
Galvez-Gastlum et al, 2004).

Otro receptor auxiliar de TGFP es la proteina endoglina. La endoglina es una
glicoproteina de membrana con un dominio extracelular largo, una region transmembrana y
una cola citoplasmatica corta. La endoglina tiene una homologia alta con los B-glicanos en la
secuencia de aminoacidos de los dominios transmembrana y citoplasmético. ElI dominio
extracelular contiene un dominio NH, terminal que permite su unién con los miembros de la
familia del TGFp, y un dominio llamado ZP, de 260 amino&cidos, con 8 residuos cisteinicos
conservados proximos a la region transmembrana, que contiene un dominio Arg-Gly-Asp

(RGD) y que permite la unién a integrinas (Rossi et al, 2012).

La proteina endoglina aparece en la membrana celular en forma de homodimeros
unidos por enlaces disulfuro. Al contrario de los receptores TBRI y TPRII, la endoglina no
contiene dominios enzimaticos, aunque posee residuos de serina y treonina que pueden ser
fosforilados por quinasas de los receptores de TGFB. Se puede unir a TGFB1, TGFp3,
activina-A, BMP-2, BMP-7 y BMP-9 (Pérez et al., 2010).

1.2. Vias de sefializacion mediadas por TGFp

1.2.1. Via de sefalizacidén canonica

Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen receptores
para el TGFp en su superficie (Zi y Chapnick, 2012) y existe una gran variedad de respuestas
fisiolégicas a esta citoquina dependiendo del tipo celular y las condiciones ambientales.

Como se observa en la figura 11, la fosforilacion en el receptor tipo | tras la unién de éste con
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el receptor tipo Il (Zi y Chapnick, 2012), promueve las actividades tirosina quinasas que
fosforilan a los factores de transcripcion Smad 2 y Smad 3. Una vez activadas, estas proteinas
forman un complejo con Smad 4 para translocarse desde el citoplasma hacia el nucleo, en
donde interactian de una manera especifica con factores de transcripcion tales como AP-1,
Snail y Slug. Los factores de transcripcion a su vez, regulan la transcripcion de genes de
respuesta al TGFB. De este modo, la induccion de TGFB regula funciones bioldgicas
celulares tan variadas como la diferenciacion, el control del crecimiento, la apoptosis celular

y la sintesis de matriz extracelular, entre otras (Zhu y Burgess, 2001).

Las proteinas Smad son las principales transductoras de la sefializacion del TGFp.
Existen ocho proteinas Smad en vertebrados (Smad 1-8) que han sido agrupadas segun sus
funciones en proteinas Smad activadas por receptor o R-Smad (Smad 1, 2, 3, 5 y 8), proteina
Smad mediadora comdn o C-Smad (Smad 4) y, finalmente, proteinas Smad inhibitorias o I-
Smad (Smad 6 y 7) (Galvez-Gastlum et al, 2004). La activacion de las R-Smad también
varia: Smad 2 y Smad 3 se activan por fosforilacion de su segmento C-terminal mediada por
el receptor TBRI y por el receptor ActRIB. Smad 1, Smad 5 y Smad 8 son activadas por
fosforilacion desde los receptores con actividad quinasa similar al receptor de activina: Alk1,

Alk2 o por las proteinas BMP. (Massagué et al, 2006; Miyazono et al, 2000).

1.2.2. Via de senalizacién no candnica

Ademas de activar la via de sefializacion clésica de las proteinas Smad, el TGFf es
capaz de alterar el comportamiento celular a través de vias de sefializacion alternativas. Las
principales vias no-candnicas descritas hasta el momento estan representadas en la figura 11 e
incluyen la activacion de las MAP quinasas: ERK1, ERK2, p38 MAPK y JNK; la activacion
de proteinas relacionadas con las vias de sefializacion implicadas en funciones de
supervivencia y crecimiento: PI3K, AKT/PKB y mTOR; y la activacion de las proteinas de
unién a GTP: Ras, RhoA, Racl y Cdc42. Ademas, también se pueden activar las vias de
NFkB y de proteinas tirosina-quinasas como FAK, Src o Abi, en células mesenquimales,

epiteliales o en células tumorales. (Tian et al, 2011).
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Figura I1. Algunas de las vias de sefializacion candnica y no candnica inducidas por TGFpB. Modificada de
(Tian et al, 2011; Doyle et al, 2012).

1.3. EI TGFp en el desarrollo tumoral

El cancer es un conjunto de enfermedades derivadas del crecimiento excesivo y
descontrolado de un grupo de células que invaden tejidos y causan dafios a 6rganos vitales.
Hanahan y Weinberg (Hanahan y Weinberg, 2011) describieron como durante el desarrollo
de los tumores humanos las células neoplasicas adquieren diez propiedades necesarias para la
supervivencia y el establecimiento del cancer. Estas son: 1- la sefializacion constante hacia
proliferacion, 2- la evasion de los mecanismos supresores de crecimiento, 3- el escape del

ataque mediado por el sistema inmunolégico, 4- la activacion de la inmortalidad replicativa,
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5- el favorecimiento de la inflamacion provocada por el tumor, 6- la activacion de
mecanismos de invasion y metéstasis, 7- la induccion de angiogénesis, 8- la inestabilidad
gendmica y la aparicion de mutaciones, 9- la resistencia a la muerte celular inducida, y

finalmente, 10- la reprogramacion del metabolismo energético celular.

Debido a que el TGFp fue inicialmente identificado en un ensayo de transformacion
de fenotipo celular (Moses et al, 1981), se asumio que esta citoquina podria desempefiar un
papel importante en la transformacion neoplasica celular y en el desarrollo tumoral.
Actualmente la participacion del TGFp en las diez caracteristicas anteriormente citadas esta
ampliamente descrita y se comenta con méas detalle a continuacion (Figura 12). Es muy
importante tener en cuenta que la funcion del TGFB en el desarrollo tumoral depende
fundamentalmente del tipo celular y del contexto en el que se encuentre la célula neoplasica,

pues el efecto de la citoquina en el tumor y en el microambiente tumoral es muy variable.

Resistenciaala Progresion del ciclo
citostasis mediada celular inducido por
por TGF} TGFB
Participacién del TGFp en \
metabolismo energético Mantenimiento Evasiéon de los
de la célula tumoral de la seial supresores de
proliferativa crecimiento
\ Efecto de TGFf en la
Reprogramacion Evitar la / inhibicién de la
del metabolismo destruccion vigilancia
energético inmunolégica inmunoldgica

Inmortalidad de las
células tumorales \

mediada por TGFp Resistencia Permitir la
alamuerte inmortalidad
celular replicativa Funcién del TGFP en

\ la supervivencia de
las células tumorales

Inestabilidad Favorecer la
gendémicay inflamacion
mutaciones provocada Infiltracién de
Mutaciones en los por el tumor células del sistema
componentesde la . inmunolégico en el
cascada de Inducir Activar tumor mediada por
sefializacion del TGFB angiogénesis adhesién y TGFf
7 / metastasis \
Funcién del TGFf en la
angiogenesis tumoral Efecto del TGFf en Induccién por TGFB de la
lainvasion tisulary TEM de células tumorales
metastasis de origen epitelial

Figura 12: Participacion del TGFB en las principales caracteristicas y habilidades adquiridas por las células
tumorales para sobrevivir y desarrollarse. Modificada de (Hanahan y Weinberg, 2011; Tian et al, 2011).
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1.3.1. Resistencia a la citostasis y progresién del ciclo celular inducidos por TGFf

El factor de crecimiento TGFf induce citostasis en las células normales durante la
fase G1 del ciclo celular mediante la disminucion de la expresion de factores de transcripcion
que regulan el crecimiento celular como c-Myc e Ids 1, 2 y 3 (Massagué et al, 2006).
También regula la proliferacion celular mediante la modulacion de la produccion de los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDK) p15 y p21 (Siegel y Massague, 2003).
A pesar de que la inhibicion de la proliferacion mediada por TGFp se atribuye a la via de
sefializacion dependiente de las proteinas Smad, algunos trabajos describen este mismo efecto
en células en las que la proteina Smad 4 ha sido silenciada, indicando la activacion de otras
vias de sefializacion mediada por el TGFp independientes de Smad como por ejemplo las vias
de MAPK vy de la proteina fosfatasa PP2A/p70S6 (Elliott y Blobe, 2005).

Como es sabido, las células tumorales, principalmente aquellas de origen epitelial
(més del 85% de los tumores humanos), desarrollan mecanismos de escape a la citostasis
inducida por TGFp, como pueden ser la expresion desregulada de Myc o la inhibicion de la
transcripcion de p1l5 y p21. Ademas, muchos tipos de cancer presentan un aumento en la
activacion de la via de sefializacion mediada por PI3K/AKT que promueve mecanismos de
supervivencia, a partir de la fosforilacion de FoxO que “secuestra” Smad 3 en el citoplasma e
inhibe su activacion en la membrana celular (Tian et al, 2011). Otros tumores como por
ejemplo de colon y de pancreas presentan defectos en la expresion de las proteinas Smad, y
de los receptores de TGFp (Elliott y Blobe, 2005). En el caso del cancer de pulmon, la
resistencia a la inhibicion del crecimiento celular mediada por TGFp también se debe a una
menor expresion del receptor TBRII debido a la desacetilacion aberrante de las histonas H3 y
H4 asociadas a su promotor (Osada et al, 2001), 0 a mutaciones en las proteinas Smad 2 y
Smad 4 (Elliott y Blobe, 2005).

Las células tumorales no s6lo consiguen evadir el efecto antiproliferativo de TGFp,
sino que adquieren una mayor capacidad de proliferacion en presencia de esta citogquina
(Perrot et al, 2012). Los mecanismos que median esta funcidn no estan todavia bien descritos,
aunque muy posiblemente es resultado de la combinacion de la inactivacion de la citostasis
mediada por TGFB, y su habilidad de sobreexpresar factores de crecimiento como por
ejemplo, IL-1, CTGF, bFGF, PDGF, TGFa y los receptores PDGFR y EGFR (Tian et al,
2011), ademas de inducir la activacion constitutiva de la cascada de sefializacion mediada por
estas moléculas, como son las vias de Ras/Raf/MAPK (Perrot et al, 2012).
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1.3.2. Escape a la vigilancia inmunolégica

En general, concentraciones altas de TGFf en el microambiente tumoral inactivan la
vigilancia inmunitaria, favoreciendo la progresion de la neoplasia. Esto se debe, en parte, a
que la citoquina inhibe la proliferacion y la diferenciacion de células NK y de linfocitos T
efectores, al tiempo que promueve la proliferacion de poblaciones supresoras de respuesta
(Tian et al, 2011).

Ademas, se ha descrito que la exposicion a TGFp también es capaz de atraer células
del sistema inmunoldgico innato: mastocitos, macrdéfagos y neutrdfilos, que se infiltran en el
tumor causando una inflamacion crénica que contribuye a un microambiente tumoral idéneo
para la progresion de la enfermedad (Zamarron y Chen, 2011). Por lo tanto, la accion de esta

citoquina en relacion con el sistema inmune vuelve a ser caleidoscopica.

1.3.3. Funcién del TGFB en la supervivencia de las células tumorales

Otra caracteristica fundamental para el desarrollo de las enfermedades neoplasicas
es la falta de respuesta a estimulos de induccion de muerte programada (Galliher y
Schiemann, 2006). En las células normales, el TGFp es un potente inductor de apoptosis (Al
Azayzih et al, 2012). De hecho, se ha descrito la induccion de muerte celular por TGFp en
tipos celulares tan variados como linfocitos, hepatocitos, células endoteliales, células
epiteliales, células madre hematopoyeéticas y neuronas. También acta como pro-apoptotico
en algunos tipos de céncer como en tumores de mama, gastricos, tumores hepéticos,

linfomas, cancer de ovario y en algunos tumores de préstata (Al Azayzih et al, 2012).

Los mecanismos por los cuales el TGFp induce y regula la apoptosis dependen del
tipo de célula y del contexto celular. Asi, por ejemplo, se ha descrito que la proteina Smad
inhibitoria, Smad 7, promueve la apoptosis mediada por TGFf en carcinoma de préstata y en
el epitelio celular de pulmén (Lallemand et al, 2001). EI TGFB muestra su caracter
antagonico también en este aspecto, ya que en otros casos induce la activacién de las vias de
sefializacion mediadas por NFkB y PI3K/AKT, que regulan la expresion de genes de
supervivencia (Arsura et al, 2003; Tian et al, 2011), y factores de transcripcién como Snaill,
que protegen la células de la muerte celular mediada por TGFP (Vega et al, 2004). Ademas,

se sabe que la interaccién directa entre Akt y Smad 3 impide la fosforilacion y la
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translocacion nuclear de Smad 3, que afecta tanto a la transcripcion mediada por Smad 3
como a la apoptosis (Elliott y Blobe, 2005). Por esa razdn, la ratio de Smad 3/Akt se
correlaciona con la sensibilidad de las células a la apoptosis mediada por TGFp y justifica la
variabilidad de las respuestas apoptoticas de las células en presencia de esta citoquina.
Especialmente evidente es su participacion en la recuperacion de células tumorales expuestas

a quimioterapia y radioterapia (Biswas et al, 2007).

1.3.4. Funcién del TGFB en la angiogénesis tumoral

Los tumores solidos de mas de 2 mm inducen el crecimiento de nuevos vasos como
medio de aporte de nutrientes y oxigeno para su propio crecimiento (angiogénesis). El
aumento de la expresion de TGFp se correlaciona muchas veces con un aumento de la
densidad vascular en tumores. Para la induccion de la angiogénesis tumoral, el TGFp
promueve la expresion de factores angiogénicos como el factor de crecimiento de tejido
conjuntivo (CTGF) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Ademas, el
TGFp estimula la sintesis de metaloproteasas (MMPs) de la matriz como MMP2 y MMP9 y

disminuye la expresion de inhibidores de metaloproteasas (TIMPS) en tejidos tumorales.

La presencia de factores de crecimiento y el aumento en la actividad metaloproteasa
conlleva una estimulacion de la migracion de las células del endotelio vascular, resultando en
una angiogenesis acelerada (Miyazono et al, 2012). Se ha descrito que el TGFp es capaz de
activar en las células endoteliales dos vias de sefializacién con funciones opuestas. Por un
lado, induce la via clasica de Smad, mediante la activacion de los receptores TBRI (ALK-5)
y la fosforilacion de Smad 2 y 3, y como consecuencia disminuye la proliferacion y la
migracion de las células endoteliales. Por otro lado, se ha descrito que el TGEP en las células
endoteliales activa la via mediada por TBRII y ALK-I inducida normalmente por BMPs. En
esta via de sefializacion se fosforilan las proteinas Smad 1, 5y 8, y se induce el aumento de
la proliferacion y de la migracion de las células endoteliales (Goumans et al, 2002). Se ha
descrito que la proteina co-receptora del TPRIII, la endoglina, desarrolla una funcion
importante en la regulacion de los efectos angiogénicos sobre el endotelio ya que inhibe la
sefializacion mediada por ALKS5 y activa la via de sefializacion mediada por los receptores
ALK1 (Tian et al, 2011).

11
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De hecho, en diversos estudios se ha mostrado como las mutaciones en la via de
sefializacion del TGFB conducen a un desarrollo vascular alterado (Bertolino et al, 2005).
Por otra parte, se ha descrito en ratones que presentan mutaciones en los genes que codifican
para las proteinas endoglina 0 ALK-1, desarrollan una enfermedad hemorragica hereditaria,
la telangiectasia, mientras que la delecién de los dos receptores resulta mortal (Elliott y
Blobe, 2005).

1.3.5. TGFB e inestabilidad genémica

Estudios retrospectivos describen como, en varios tipos de tumores, algunos de los
componentes de la via de TGF3 como por ejemplo los receptores TBRI y TPRII, y la proteina
Smad 4, estan inactivados bien sea por mutaciones en su secuencia o por pérdida de
heterocigosidad (LOH) (Levy y Hill, 2006). Ademas, las mutaciones que inactivan al
receptor tipo Il del TGFp (TBRII) estan frecuentemente asociadas a canceres que presentan
inestabilidad de microsatélites (MSI), como por ejemplo el cancer gastrointestinal, el cancer
biliar, el adenocarcinoma pulmonar, los gliomas y el cancer de colon (Padua y Massagué,
2009).

Por otra parte, se han descrito mutaciones en los genes que codifican para las
proteinas de transduccién Smad 2 y Smad 4, ambos localizados en el cromosoma 18q
(Thiagalingam et al, 1996). Més aun, el TGFp puede incrementar la inestabilidad gendmica
porque facilita la aparicién de errores en la reparacion del DNA, debido a que inhibe la
expresion génica de la proteina Rad51, que participa en la reparacion de roturas en la doble
cadena de DNA (Kanamoto et al, 2002).

1.3.6. Inmortalidad de las células tumorales mediada por TGFf

Las células tumorales en muchos casos poseen una actividad telomerasa
transcriptasa inversa humana (hTERT) activa, que al mantener la longitud de los telomeros
después de cada ciclo de division celular, impide el desencadenamiento de la muerte. En
celulas somaticas normales, excepto en las células germinales, el TGFp inhibe la expresion

de hTERT por distintos mecanismos, como por ejemplo activando la quinasa TAK1 que
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inhibe la transcripcion de hTERT, o induciendo la union de complejos Myc/Smad 3 al
promotor de hTERT impidiendo su transcripcion (Tian et al, 2011). Sin embargo, se ha
descrito que diversos tipos de tumores escapan a esta inhibicion bien sea por tener una
expresion aberrante del factor de transcripcion Myc o por la inhibicién de la via Smad2/3,

como ocurre en el 37,5% de los casos de cancer gastrico (Li et al, 2007).

1.3.7. Participacion del TGFB en la reprogramacion del metabolismo energético

El crecimiento descontrolado caracteristico de las enfermedades neoplasicas
necesita un ajuste en el metabolismo energético para el mantenimiento de la proliferacion
celular. En condiciones aerdbicas, las células normales metabolizan la glucosa primero a
piruvato en el citoplasma via glicdlisis, y posteriormente a didéxido de carbono en el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos en la mitocondria. En condiciones anaerdbicas, el piruvato se
convierte en dos moléculas de lactato que proporcionara energia a la célula via fermentacién
lactica. En 1956, Otto Warburg describié como las células tumorales difieren de las células
normales en la obtencidn de energia de su metabolismo basal, ya que incluso en presencia de
oxigeno, hay preferencia por la produccion de lactato a partir de glucosa en un proceso
Ilamado glicolisis aerdbica, debido a que el ritmo de crecimiento y uso de energia no se

ajusta al de combustién de sustratos de manera aerébica (Hanahan y Weinberg, 2011).

Asi, para compensar la baja eficiencia en la produccion de ATP respecto a la
fosforilacion oxidativa mitocondrial, los tumores presentan un incremento en los
transportadores de glucosa, principalmente GLUT-1 y también un aumento en la expresion
de los genes que codifican varias de las enzimas que intervienen en la glicolisis, mediante la
activacion de factores de transcripcion oncogénicos como Ras, Myc y HIFla (Cai et al,
2012). La via de TGFp también participa en este proceso, ya que en este contexto, se han
observado que mutaciones en Smad 4 se asocian a un aumento en la expresion de GLUT-1
dependiente de hipoxia y al consiguiente incremento en la glicolisis aerébica (Papageorgis et
al, 2011).

13
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1.3.8. Induccidn por TGF de la TEM de células tumorales de origen epitelial

Durante la transformacion tumoral las células epiteliales sufren una
transdiferenciacion por la que adquieren caracteristicas fenotipicas de células mesenquimales
(TEM) (Thiery et al, 2009). Entre estas caracteristicas se puede destacar la pérdida de
contactos célula-célula a través de la disminucion de la expresion de las moléculas de
adhesion y de proteinas de las zonas ocluyentes, como por ejemplo, E-cadherina, zonula
occludens-1 (ZO-1), ocludinas y claudinas; y un incremento muy notable de su motilidad
(Heldin et al, 2012) .

La TEM se puede clasificar en tres subtipos. La TEM tipo | ocurre durante el
desarrollo embrionario e incluye la transicion mesenquimal de células epiteliales primitivas
durante la gastrulacion, generando, por ejemplo, las células migratorias de la cresta neural a
partir de las células neuroepiteliales. La TEM tipo Il hace referencia a la transicion de células
del epitelio y endotelio a fibroblastos del tejido, que ocurre durante los procesos de
cicatrizacion, regeneracion y fibrosis en tejidos adultos. La TEM tipo Ill también ocurre en
tejidos adultos y comprende la transicion mesenquimal de células de carcinomas epiteliales,

generando células tumorales metastasicas.

En 1994, Miettinen P.J. y colaboradores describieron por primera vez el papel
fundamental del TGFp en la TEM de células epiteliales normales de la glandula mamaria
(Miettinen et al, 1994), y hoy en dia es un fendbmeno ampliamente descrito en carcinomas
solidos (Tian et al, 2011). EI mecanismo de regulacion de la TEM mediado por TGFf
implica diversos factores de transcripcion como Twist, Snail, Slug, ZEB1, ZEB2 y FOXC2
que se regulan mutuamente: Snail induce la expresion de Slug, Twist y ZEB2, mientras que
Slug y Twist inducen ZEB1 y Slug. Estas proteinas aumentan la expresion de vimentina, N-
cadherina y PB-catenina, marcadores de células mesenquimales (Heldin et al, 2012,). De
hecho, Franco y colaboradores (Franco et al, 2010) demostraron que Snaill es fundamental
en la induccion de la TEM en hepatocitos adultos no-transformados, ya que su ausencia no

induce dicho cambio fenotipico atn en presencia continua de TGFp en estas células.
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1.3.9. Efecto del TGFp en la invasion tisular y metastasis

El TGFp desarrolla una importante funcion en la metéastasis, ya que induce la
expresion tanto de proteinas de la matriz extracelular como fibronectina y laminina, como de
metaloproteasas que degradan la matriz y contribuyen a la invasion tisular (Kang, 2006). Por
ejemplo, la sobreexpresion de las metaloproteasas MMP2, MMP9 y MMP3 en distintos tipos
de céncer, como carcinoma gastrico, cancer de ovario, cancer de eséfago y cancer de pulmon
estd asociada a la progresion tumoral y a la disminucion en la supervivencia de los pacientes
(Gonzélez-Arriaga et al, 2012). Se ha descrito que la estimulacion de la invasion inducida
por TGFp estd mediada tanto por la via clasica de sefializacion desde el receptor dependiente
de Smad 2/3, como por la via alternativa. Ademas, se ha publicado que tanto mutaciones en
el receptor TBRI como el silenciamiento de las proteinas transductoras Smad 3 y Smad 4
reducen la incidencia de metastasis en hueso y pulmon en modelos de carcinoma de mama
(Tian et al, 2011). lgualmente importante para la metastasis es la activacion de las vias no
candnicas del TGFB, como por ejemplo la activaciéon de Ras/MAP quinasa, PI3/AKT,
Rho/ROCK y NFkB, que inducen la estimulacion de la TEM vy la invasion, dos importantes

procesos para la metastasis (Heldin et al, 2012).

Actualmente existen evidencias experimentales que asocian la presencia de TGFp
en muestras de tumores de pulmén resecados, con la aparicion de metastasis en nodulos
linfaticos (Hasegawa et al, 2001). Padua y colaboradores (Padua et al, 2008) han descrito en
modelos de carcinoma de mama como la sintesis de esta citoquina en el contexto tumoral
facilita el establecimiento de metastasis pulmonares por medio de la induccién en la
expresion de la proteina 4 de tipo angiopoyetina (angptl4), que causa un aumento en la

permeabilidad selectiva del endotelio.

2. Los vasos linfaticos como via de metastasis tumoral

2.1. Estructuray funcion de los vasos linfaticos

Los vasos linfaticos son componentes de un sistema vascular independiente que es el
principal responsable del mantenimiento del equilibrio intersticial en los tejidos y del

transporte de nutrientes y leucocitos. El exceso de fluido y de macromoléculas una vez
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drenado y filtrado a través de los ganglios linfaticos, vuelve al torrente circulatorio a través
del conducto torécico. Ademas, el sistema linfatico transporta a los nédulos linfaticos células

presentadoras de antigeno para que se inicie la respuesta inmunolégica.

Los capilares linfaticos son vasos de paredes finas, de aproximadamente 30-80 um de
didmetro, compuestos por una capa de celulas endoteliales linfaticas (LECS) con estructura
en forma de hoja de roble. Los capilares linfaticos no contienen pericitos, presentan una
membrana basal discontinua que facilita el paso de células a su través (Alitalo, 2011).
Ademas, en lugar de presentar una distribucion continua (tipo cremallera) de uniones
intercelulares, las distribuyen en localizaciones discretas (tipo botdn) sobre la superficie de
contacto célula-célula, a modo de bisagras que permiten la apertura de las regiones inter-
endoteliales por las zonas de membrana libres de uniones. De todas formas, estas uniones
estdn formadas por las mismas proteinas de unidén que aparecen en las uniones entre las
células endoteliales de los capilares sanguineos, como son ocludina, claudina-5, ZO-1,
ESAM y JAM-A, VE-cadherina y PECAM-1 (Baluk et al, 2007). Por ultimo, estos vasos se
unen a la matriz extracelular por medio de filamentos elasticos de anclaje que se contraen en
caso de aumentos en la presion intersticial y facilitan la apertura del capilar endotelial y la

entrada de fluidos y células (Dejana et al, 2009).

Los capilares linfaticos confluyen en los vasos precolectores, que transportan la linfa
hacia los vasos linfaticos colectores, que se son de mayor calibre, presentan uniones
interendoteliales tipo cremallera y estan recubiertos por una capa de musculo liso. Estos
vasos poseen pericitos y una membrana basal bien definida. También en estos vasos existen

valvulas que evitan el reflujo de la linfa hacia los vasos de menor calibre (Alitalo, 2011).

Las primeras etapas de la vasculogénesis es comun para el desarrollo de los vasos
sanguineos y linfaticos, pero diverge desde el momento en el que se induce el factor de
transcripcion Prox-1, que dirige el desarrollo de los vasos linfaticos. Ademas, en el
organismo adulto, la proliferacion de cada tipo de vaso viene determinada fundamentalmente
por el tipo de receptores de factores de crecimiento vascular que expresan en su membrana.
Asi, la proliferacion de la vasculatura sanguinea es dirigida fundamentalmente por VEGF,
que se une a los receptores tipo | y I, mientras que la linfangiogénesis es inducida en gran
medida por VEGF-C que se une a receptores de VEGF tipo Il (Baluk et al, 2007), ademas de
responder a VEGF-A. En la actualidad, este punto no esta totalmente discriminado, ya que
existe solapamiento en la expresion de receptores de VEGF en este endotelio, y se piensa que
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otros elementos, como la relacion con los pericitos, desarrollan una funcion en la

especificacion y crecimiento de cada tipo endotelial (Ribatti et al, 2011).

Hasta la decada de los 90 no se identificaron marcadores especificos de los vasos
linfaticos (Rovenska y Rovensky, 2011). Hasta el momento, los principales marcadores de
este tipo endotelial son el receptor tirosina quinasa VEGFR-3 (FLT4) (Kaipainen et al, 1995),
las glicoproteinas de membrana podoplanina (Breiteneder et al, 1999) y LYVE-1 (Banerji et
al, 1999), y el factor de transcripcion Prox-1 (Wigle y Oliver, 1999). Ademas, los vasos
linfaticos y las células del endotelio linfatico no expresan el marcador PAL-E (Sleeman et al,

2001) que se expresa en endotelio sanguineo.

2.2. Mecanismos que contribuyen a la metéstasis linfatica

El sistema linfatico constituye una de las vias utilizadas por las células tumorales
para abandonar el nicho primario. El transito a través de estos vasos se favorece por la
diferencia entre las presiones intersticiales existentes en el tejido tumoral y normal (Fig. 13).
De hecho, los tumores so6lidos tienen una presion intersticial de 10 a 40 mmHg, bastante mas
alta que un tejido normal, que suele mantenerse a una presion de entre 0 y 2 mmHg (Swartz y
Lund, 2012). Ademas, la carencia de pericitos y de uniones adherentes en estos vasos facilita
el paso de células tumorales a través de las aperturas entre las uniones tipo bot6n existentes
en las regiones interendoteliales. Otro factor que puede favorecer la metastasis linfatica es el

bajo estrés mecanico dentro del vaso linfatico peritumoral (Alitalo, 2011).
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Figura 13. Representacién esquematica de las caracteristicas morfoldgicas de un vaso linfatico. EI aumento en
la presion intersticial, facilita la entrada de flujo, macromoléculas y células tumorales. Modificada de (Skobe y
Detmar, 2000).
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Junto a todo lo anterior, hay que considerar que las células endoteliales secretan
quimioquinas como CCL21 o CXCL12 que pueden atraer hacia los vasos linfaticos a las
celulas tumorales que expresen sus receptores (Cunningham et al, 2010; Kim et al, 2010).
Por otra parte, muchos tumores también son capaces de dilatar los vasos linfaticos ya
existentes, o inducir la formacion de nuevos vasos linfaticos, e incluso de nodulos linfaticos
mediante la sobreexpresion de VEGF-C o VEGF-D por las células del tumor y del estroma,
como por ejemplo, los macrofagos asociados al tumor o TAMs (Nagahashi et al, 2010). En la
practica clinica, la presencia de linfangiogénesis es un indicativo de mal prondstico, ya que
estos tumores son especialmente propensos a desarrollar metastasis a ganglios linfaticos.
(Mumprecht y Detmar, 2009; Swartz y Lund, 2012; Tammela y Alitalo, 2010).

3. La adhesion y migracion celular en la progresion tumoral

La adhesion celular es fundamental para el desarrollo y funcionamiento normal de
los tejidos, ya que las moléculas de adhesion estan implicadas en diversos procesos
celulares como la diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular (Stupack y Cheresh,
2004). Durante la adquisicién del fenotipo neoplasico, las células tumorales experimentan
cambios en la expresion de diversas moléculas de adhesion, que conducen a una
disminucion en la adhesion intercelular y una alteracion de las respuestas dependientes del
anclaje a la matriz extracelular (Arvelo y Poupon, 2001; Desgrosellier y Cheresh, 2010),
como ya se ha mencionado anteriormente al tratar la TEM.

Ademas, durante el establecimiento de la metastasis tumoral, se pierde la adhesién y
las células neoplasicas degradan la matriz extracelular mediante la produccién de MMPs,
enzimas capaces de romper las proteinas de la matriz. Asi, se ha demostrado que los niveles
de la MMP9 son significativamente mas elevados en pacientes con cancer de pulmén no
microcitico (NSCLC) metastasico, respecto a aquellos pacientes que no presentan

metastasis (Kopczynska et al, 2007).

18



Introduccién

4. El papel de las integrinas en la regulacion de la adhesion y migracion celular

Las integrinas constituyen la principal familia de glicoproteinas integrales de
membrana. Su peso molecular esta comprendido entre 100 y 140 kDa (Luo et al, 2007).
Estructuralmente forman heterodimeros de una subunidad o unida no covalentemente a una
subunidad B. A dia de hoy, se han descrito 18 subunidades a y 8 subunidades 3 diferentes que
se asocian en, al menos, 24 combinaciones distintas de receptores heterodimeéricos. De hecho,
las integrinas se clasifican en ocho subfamilias en funcion de la subunidad B que las
constituyen: B1, B2, B3, p4, B5, p6, B7 y B8 (Huttenlocher et al, 2011).

Cada una de las subunidades a o B presenta tres dominios definidos: uno extracelular
largo, otro transmembranoso y un dominio intracitoplasmatico mas corto (Barczyk et al,
2010). Las integrinas pueden presentar en su region extracelular diferentes dominios de
reconocimiento a proteinas extracelulares como el dominio RGD que une fibronectina y
vitronectina. Algunas integrinas se unen a un unico ligando (a6p1 se une a laminina y a581, a
fibronectina), otras son capaces de unirse a varias proteinas de la matriz (a1B1 une laminina y
colageno, y la a3B1 une laminina, colageno y fibronectina) y otras median interacciones
intercelulares (04p1 y avp3) (Fig. 14) (Luo et al, 2007; Chen et al, 2012; Margadant et al,
2011).

Figura 14. Representacion de los 24 heterodimeros que componen la familia de las integrinas separados segun
sus ligandos. Obtenida de (Chen et al, 2012).
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Las integrinas no tienen una actividad enzimatica intrinseca, pero pueden activarse
tanto a traves de su dominio extracelular (sefializacion outside-in) como mediante sefiales
intracelulares (sefializacion inside-out). En el primero de los casos, una vez que la integrina
se ha unido a un ligando extracelular sufre cambios conformacionales que se propagan a
través de su dominio citoplasmatico hasta proteinas que se unen al citoesqueleto, como talina,
vinculina, paxilina o fibrilina. Estas vias de sefializacion citoplasméticas conducen en muchos
casos a la activacion de quinasas de adhesion focal (FAK), que al fosforilarse activan a otras
quinasas como ERK. También se puede dar la activacion de las quinasas de la familia de Src,
que favorecen la migracion celular o la activacion de la familia RHO de pequefias GTPasas,
que son las principales reguladoras de la formacion de fibras de estrés de actina, de filopodios
y de la mayoria de las alteraciones del citoesqueleto propias de la migracion celular (Hood y
Cheresh, 2002). Por otro lado, las integrinas son capaces, mediante la sefalizacion
intracelular, de modular su conformacion espacial, regulando de esa manera su afinidad por
su ligando y la intensidad de union a moléculas de la matriz extracelular (sefializacion inside-
out) (Goodman y Picard, 2012). Los principales activadores intracelulares de las integrinas
son las proteinas citoplasmaticas talina y la kindlina. Estas dos proteinas contienen un sitio de
unién con gran afinidad por las subunidades B, y al unirse con el dominio citoplasmatico de la
integrina inducen su activacion permitiendo asi su union con los filamentos de actina (F-
actina) (Shattil et al, 2010).

4.1. Funcion de las integrinas en la regulacién de la respuesta celular frente al TGFp

Las integrinas también participan en la regulacion de la sefializacion oncogénica
mediada por el TGF, especialmente las relacionadas con la induccion de la TEM, invasion y
metastasis (Mamuya y Duncan, 2012; Shah et al, 2012). Por ejemplo, la integrina avP3 es
capaz de unirse al receptor TPRIIL. Esta union permite que Src fosforile la tirosina Y284 del
receptor de TGFp, iniciando la sefializacion de la citoquina en células epiteliales mamarias
normales y malignas (Galliher y Schiemann, 2007). Ademas, se ha descrito que la proteina
adaptadora de FAK, p130Cas, efectora de la sefializacion a través de integrinas, secuestra
Smad 3 e impide que esta se transloque al nucleo tras la union de TGEp a su receptor TBRI.
Esa interrupcion en la sefializacion clasica de TGFp mediada por las proteinas Smad altera el
equilibrio entre la sefializacion candnica y la no candnica, favoreciendo la progresion

tumoral mediada por TGFB. Por esta razon, se ha descrito como una alta expresion de
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p130Cas podria ser un factor de progresion metastasica en cancer de mama (Wendt et al,
2012). Por otro lado, también se ha demostrado que las integrinas B1 se unen al receptor
TBRII, activando la via de sefializacion no candnica de p38 MAPK implicada en la TEM
mediada por TGFp (Galliher y Schiemann, 2006; Bhowmick et al, 2001).

4.2. Participacion de las integrinas en la progresion tumoral

Diversas patologias humanas se relacionan con la presencia de alteraciones en la
adhesion mediada por integrinas, como por ejemplo trombosis, inflamacion, cancer, fibrosis y
las enfermedades infecciosas. En el caso de la enfermedad neoplésica, son innumerables los
ejemplos a este respecto. Uno de ellos esta constituido por la expresion conjunta de la
integrina avB5 y la metaloproteasa MMP2 en la superficie de las células invasivas de
melanoma de modo que se facilita la invasion tumoral (Koukoulis et al, 1993; Zhao et al,
2007). En otros casos, como sucede en el carcinoma de mama, se ha observado que la
expresion de la integrina avP3 se correlaciona positivamente con un aumento en la metastasis
a hueso, aunque no se haya descifrado concretamente el mecanismo molecular subyacente
(Zhao et al, 2007).

4.2.1. Requlacién de la supervivencia celular y apoptosis mediadas por integrinas

La unidn de las integrinas a proteinas de la matriz extracelular activa mecanismos de
supervivencia en las células tumorales que implican, por ejemplo, incrementos en la
expresion del protooncongen bcl-2 o la activacion de las vias de sefializacion mediadas por
PI3K-AKT o NFkB, la inactivacion del gen supresor tumoral p53 (Desgrosellier y Cheresh,
2010), entre otros. Ademas, se ha descrito que la integrina avp3 aumenta la supervivencia
independiente de anclaje de células tumorales, activando la tirosina quinasa Src que
desencadena una via de sefializacion de supervivencia independiente de FAK (Desgrosellier
et al, 2009). Sin embargo, cuando las integrinas no se unen a ningun ligando extracelular
pueden iniciar cascadas de sefializacion pro-apoptoticas. La induccién de la apoptosis
mediada por integrinas sucede mediante dos mecanismos: un proceso denominado muerte
mediada por integrinas (IMD- Integrin-Mediated Death) por el cual las integrinas que no

estan unidas a ligando en una célula adherida, reclutan y activan caspasa 8, induciendo la
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muerte por apoptosis (Stupack et al, 2001), y mediante anoikis, que es la apoptosis que ocurre
cuando una célula pierde su anclaje a la matriz extracelular y activa vias de sefializacion pro-

apoptdticas (Guadamillas et al, 2011).

4.2.2. Funcioén de las integrinas expresadas por células del estroma tumoral

Las integrinas participan en funciones importantes en la progresion del cancer, no
solo actuando sobre las células tumorales, sino también en otros tipos celulares que las
expresan, como por ejemplo en células endoteliales, fibroblastos y células inflamatorias
(Desgrosellier y Cheresh, 2010). Asi, las integrinas son capaces de regular la angiogénesis, la

linfangiogénesis, la desmoplasia y la respuesta inmunoldgica.

Durante la angiogénesis tumoral, los vasos sanguineos asociados al tumor son
estructural y funcionalmente distintos de los vasos normales. Son mas permeables y
enmarafiados, de modo que se dificulta el flujo sanguineo a su traves, aumenta la fibrosis, y
facilita la transmigracion de células tumorales. A diferencia de lo que ocurre en el endotelio
normal quiescente, se ha descrito la expresion de integrinas como avp3 y avp5 en células
endoteliales de los nuevos vasos asociados al tumor. Estas integrinas facilitan la unién de las
células endoteliales a la matriz extracelular y activan vias de supervivencia durante la
angiogénesis. Ademas, interaccionan con receptores de factores de crecimiento angiogénicos
como FGFR y VEGFR2, sobreexpresados en los tumores, favoreciendo la unién de sus
ligandos e iniciando la sefializacién intracelular especifica pro-angiogénica (Leifheit et al,
2010; Szabo et al, 2012). Por altimo, se ha descrito que la integrina 09p1, expresada en la
superficie de las células endoteliales, participa en la linfangiogénesis tumoral a través de su
unién a factores de crecimiento linfaticos como VEGF-C y VEGF-D, que conllevan la

migracion endotelial (Chen et al, 2012).

Las integrinas expresadas por los fibroblastos del estroma también contribuyen al
crecimiento tumoral, como es el caso de la integrina al1f1 que estimula la secrecion de
factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2), implicado en la proliferacion celular. De
hecho, la subunidad all estd normalmente sobreexpresada en fibroblastos y asociados con

NSCLC (Zhu et al, 2007).
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Las integrinas participan también en el trafico de céelulas del sistema inmune hacia el
tumor, y desde el tumor hacia los ganglios linfaticos (Desgrosellier y Cheresh, 2010). De
hecho, la infiltracién de macréfagos en los tumores disminuye en ratones itgh3™, deficientes
en la expresion de la integrina B3 (Taverna et al, 2004). Por otra parte, es bien conocida la
participacion de las integrinas o4p1 y aLB2 en la transmigracion de leucocitos hacia los
tejidos (Carman y Springer, 2004), y que su inhibicion reduce la densidad de vasos
sanguineos (Jin et al, 2006).

4.2.3. Blogueo de integrinas como terapia frente al cancer

Debido a su facil localizacién en la superficie celular y su sensibilidad al bloqueo
farmacoldgico, las integrinas se han convertido en interesantes dianas farmacoldgicas.
Existen aproximadamente 260 nuevos farmacos actualmente en ensayos clinicos (Goodman y
Picard, 2012).

Los inhibidores de integrinas utilizados en las terapias clinicas se clasifican en tres
categorias: anticuerpos terapéuticos, péptidos que mimetizan ligandos, y pequefias moléculas
antagonistas (Chen et al, 2012). Hasta el dia de hoy, los Unicos inhibidores aprobados por la
Agencia de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. (FDA-Food and Drug Association)
son el Natalizumab (Tysabri), frente a la integrina o4, y los inhibidores frente a la integrina
plaquetaria olIIbB3, Abciximab, Eptifibatide y Tirofiban. El Natalizumab es utilizado
principalmente en tratamientos contra inflamaciones cronicas como, por ejemplo, esclerosis
maltiple y enfermedad de Crohn, y los inhibidores de aIlbB3 son utilizados en tratamientos
para prevenciéon de trombosis en pacientes con sindrome coronario agudo (Millard et al,
2011).

Gran parte de los inhibidores utilizados en ensayos clinicos actian bloqueando las
integrinas que se unen al dominio de secuencia RGD, como a5B1, avB3, avps, y allbp3. En
la tabla 11, se muestran los principales inhibidores de integrinas utilizados en tratamientos
contra el cancer que estan actualmente en ensayos clinicos en fases Il y Ill. El inhibidor de las
integrinas avPB3/avp5, Cilengitide, es el agente terapéutico que se encuentra en la fase méas
avanzada para la aprobacion clinica (Fase I11) en tratamientos frente glioblastomas, en el cual

parece que inhibe la angiogénesis e impide el crecimiento tumoral (Jinka et al, 2012).

23



Introduccion

Tabla I1. Inhibidores de integrinas actualmente en ensayos clinicos. Tabla modificada de (Goodman y Picard,

2012).
Fase . _ S . S .
clinica Diana Inhibidor Sinénimos Tipo de inhibidor Fabricante
EMD 121974,
Fase il B3 Cilengitide ~ EMD 85189, péptido ciclico Merck KGaA, (Darmstadt,
avp5 NSC-707544 Alemania)
- Tactic Pharmaceuticals (I,
Fase Il aS5B1 ATN-161 péptido EE.UU.)
. M-200, EOS- . PDL BioPharma y Biogen Idec
Fase Il a5B1  Volociximab 200-4 anticuerpo monoclonal (CA NV, EE.UU)
Fase Il avpx* Intetumumab CNTO-95 anticuerpo monoclonal CentocErEBLljcSe)c h(PA,
GE Healthcare (Wisconsin,
Fase|] OvB3  Fluciclatide  GE-135, [**F]- reactivo diaanostico EE.UU.), National Institute of
avps (3F) AH-111585 g Health Clinical Center (CC),
(MD, EE.UU.)
99 H H
mTc- . . . GE Healthcare (Wisconsin,
Fase Il avp3 Maraciclatide NC100692 reactivo diagnostico EE.UU.)
Fasell avpx EMD-525797 DI17E6 anticuerpo monoclonal Merck KGaA, (Darmstadt,

humanizado

Alemania)

*Bx: indica que todas las cadenas [ asociadas a av son diana del inhibidor

5. Cancer de pulmon

5.1. Epidemiologia y factores de riesgo

El cancer de pulmén es uno de los tipos de cancer de mayor incidencia y mortalidad a

nivel mundial. En el afio 2013 en Estados Unidos, se estima que sea el segundo tipo de tumor

méas diagnosticado tanto en hombres como en mujeres (Figura 15). Ademas, debido

principalmente a que esta neoplasia frecuentemente se diagnostica en estadios muy

avanzados, la supervivencia a los cinco afios de los pacientes no supera el 15% en Espafia y

9% en otros paises desarrollados como por ejemplo Estados Unidos (Gonzalez-Arriaga et al,

2012). En cambio, cuando se extrae el tumor en un estadio temprano (menor de 3 cm) y sin

que exista invasion proximal, la supervivencia a los 5 afios del diagndstico puede llegar al
70% (Wood et al, 2012).
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Estimated New Cases”

Males Females
Prostate 238,590 28% Breast 232,340 29%
Lung & bronchus 118,080 14% Lung & bronchus 110,110 14%
Colorectum 73,680 9% Colorectum 69,140 9%
Urinary bladder 54 610 8% Uterine corpus 49,560 6%
Melanoma of the skin 45,060 5% Thyroid 45310 6%
Kidney & renal pelvis 40,430 5% Non-Hedgkin lymphoma 32,140 4%
Non-Hodgkin lymphoma 37,600 4% Melanoma of the skin 31,630 4%
Oral cavity & pharynx 29,620 3% Kidney & renal pelvis 24720 3%
Leukemia 27,880 3% Pancreas 22480 3%
Pancreas 22,740 3% Ovary 22.240 3%
All Sites 854,790 100% All Sites 805,500 100%

Estimated Deaths

Males Females
Lung & bronchus 87,260 28% Lung & bronchus 72,220 26%
Prostate 29,720 10% Breast 39,620 14%
Colorectum 26,300 9% Colorectum 24,530 9%
Pancreas 19,480 6% Pancreas 18,980 7%
Liver & intrahepatic bile duct 14,890 5% Ovary 14,030 5%
Leukemia 13,660 4% Leukemia 10,060 4%
Esophagus 12,220 4% Non-Hedgkin lymphoma 8,430 3%
Urinary bladder 10,820 4% Uterine corpus 8,190 3%
Non-Hodgkin lymphoma 10,590 3% Liver & intrahepalic bile duct 6,780 2%
Kidney & renal pelvis 8,780 3% Brain & other nervous system 6,150 2%
All Sites 306,920 100% All Sites 273,430 100%

Figura 15- Estimativa de la incidencia y mortalidad de los tipos de cdncer mas frecuentes en los Estados Unidos
en el afio 2013. Obtenida de (Siegel et al, 2013).

La principal causa del cancer de pulmén es el tabaquismo. Se estima que 85% de las

defunciones por esta enfermedad se asocian al habito tabaquico. Sin embargo, existen otros

factores asociados al desarrollo de esta neoplasia como son la predisposicion genética, la

inhalacion de substancias carcinogénicas como, por ejemplo: gas radén, asbesto, dioxido de

sulfuro, cromatos de niquel, y la infeccion previa por algunos oncovirus, como los

papilomavirus. Por ultimo ciertas lesiones preexistentes en los pulmones asociadas a

infecciones como tuberculosis y bronquitis crénica pueden ser factores que favorezcan el

desarrollo de cancer de pulmén (Yano et al, 2011).
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5.2. Clasificacion de los tipos de cancer de Pulmoén

La gran parte de los tipos de cancer de pulmoén son carcinomas, de origen epitelial,
aunque existen casos menos frecuentes de carcinoides de origen neuroendocrino, y sarcomas,
originados en tejido conjuntivo. Histolégicamente los carcinomas de pulmon se dividen en
dos grandes grupos: NSCLC y SCLC (cancer de pulmén de células pequefias 0 microcitico)
(Zochbauer et al, 2002).

EI NSCLC es mas comun y representa aproximadamente el 85% del total de tumores
de pulmon diagnosticados (Provencio et al, 2011). Hay tres tipos principales de cancer de
pulmoén de células no pequefias que toman el nombre del tipo de células en donde se
desarrolla el cancer: carcinoma de células escamosas o epidermoide, que normalmente se
origina en las células basales del epitelio bronquial; adenocarcinoma, que suele iniciarse a
partir de células del epitelio de los bronquios distales y de las células que forman las
glandulas bronquiales; y carcinoma de células grandes, formado por grupos de células
grandes pobremente diferenciadas cuyo origen no estad totalmente definido. En 2011, la
Asociacion Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC), la Asociacién
Toracica Americana (ATS) y la Sociedad Respiratoria Europea (ERS) realizaron una revision
multidisciplinaria de esos tipos de cancer de pulmdn establecidos por la Organizacion
mundial de la salud (WHO) en el afio 2004 (Anexos, Tabla A.1, pag. 161) (Travis et al,
2011). Esta nueva revision de la clasificacion se basa en los avances realizados en los

métodos de diagnostico y en las terapias méas especificas para cada tipo de tumor.

5.3. Diagnostico y el sistema TNM de estadificacion del cancer

Para determinar el estadio del cancer y la progresion de la enfermedad, uno de los
métodos de estadificacion de tumores més utilizados es el sistema TNM. Este método fue
desarrollado por Pierre Denoix durante la decada de 1940 (Marshall et al, 2012) y ha sido
aceptado por la International Union Against Cancer, (UICC) y por el American Joint
Committee on Cancer (AJCC). Actualmente es ampliamente utilizado en la practica clinica.
El sistema TNM consiste en determinar el estadio a partir de la extension del tumor (T), del
grado de diseminacion a los ganglios linfaticos (N), y de la presencia de metastasis (M)
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distante. Para indicar el tamafio del tumor y el grado de diseminacion del cancer, se afiaden

nameros y letras en funcion de su extension (Anexos, tabla A.2, pag. 162)

5.4. Tratamiento del cancer de pulmoén

En la dltima década, las opciones de tratamiento de los pacientes de cancer de
pulmon han mejorado considerablemente gracias a los avances realizados tanto en el campo
clinico como en los estudios moleculares acerca de esta patologia. De modo general, los
pacientes sin metastasis en los nodulos linfaticos en el mediastino se someten a cirugia con
posibilidad de quimioterapia adyuvante después de la reseccién. En cambio, en estadios mas
avanzados de la enfermedad, como los estadios IIIA y IIB con el tumor localizado, los
pacientes normalmente reciben quimio y radioterapia, ademas de cirugia segun el caso. El
principal problema en los estadios avanzados es que la gran mayoria de los pacientes de
NSCLC presentan metastasis después del tratamiento local. Adn asi, el tratamiento con
nuevas moléculas diana ha resultado en estos ultimos afios bastante efectivo, principalmente
en adenocarcinomas. Por ejemplo, gran parte de los adenocarcinomas presentan una mutacion
en los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o una translocacion en la
quinasa ALK. Un estudio realizado en 100 pacientes con esta mutacion en la quinasa ALK,
tratados durante 6 meses con el inhibidor de tirosina quinasa, Crizotinib, como primera linea
de tratamiento, demostrd que el 57% de los pacientes (47/82) respondieron al menos
parcialmente al tratamiento, y el 33% (27/82) al final del estudio mantuvieron la enfermedad
estable (Kwak et al, 2010). En cambio, los tumores que no presentan estas mutaciones son
tratados directamente con quimioterapia (Travis et al, 2011). También se han obtenido
buenos resultados en tumores NSCLC no escamosos utilizando el inhibidor del metabolismo
del &cido folico Pemetrexed, con una media de respuesta favorable en el 34,4% de los
pacientes, y un media de supervivencia de 50,8 meses (Lee et al, 2012). Ademas, el
tratamiento con el anticuerpo monoclonal bloqueante frente a VEGFR, Bevacizumab,
utilizado en combinacién con otros agentes quimioterapicos parece mejorar el pronostico de
los pacientes (Sandler et al, 2006). Sin embargo, debido a que se ha demostrado un
incremento del riesgo de hemorragias pulmonares, los tumores escamosos no son tratados
con Bevacizumab y tampoco responden a Pemetrexed (Gold et al, 2012). Por ello, se reducen
las posibilidades de tratamiento contra este tipo de tumores, que se limita en la mayoria de los

casos a una terapia basada en platinos como primera linea de tratamiento. Como segunda
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linea de tratamiento se utiliza el inhibidor de EGFR, Erlotinib, que presenta una actividad
débil con una tasa de control de la enfermedad del 51,4% de los pacientes y una media de
supervivencia de 10,4 meses (Chiang et al, 2013), o el anti-mitético Docetaxel, en que menos

del 30% de los pacientes llegan al afio de supervivencia (Miura et al, 2011).

Anti-EGFR MAD: Anti-IGF-1R MAb: Anti-PDGFR MADb:
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* Gefitinib o PX-866 « BGJ398 ¢ Dasatinib o X-82
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Figura 16- Vias de sefializacion alteradas en carcinoma escamoso de pulmén y agentes terapéuticos frente a
ellas. MADb: anticuerpo monoclonal; TKI: inhibidor tirosina quinasa. Obtenida de (Gold et al, 2012)

Debido a la baja respuesta de los carcinomas escamosos frente a las terapias actuales,
se estan llevando a cabo estudios para identificar nuevas dianas terapéuticas (Perez et al,
2012). En la tabla A.3 (Anexos, pag. 163) estdn descritas las principales alteraciones
geneéticas y la incidencia de estas alteraciones en pacientes con carcinoma escamoso Yy
adenocarcinoma, y en la figura 16 algunas de las nuevas estrategias terapéuticas frente a

oncogenes alterados en carcinoma escamoso de pulman.
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

La hipoétesis de este trabajo propone que el tratamiento de células de carcinoma
escamoso pulmonar con TGFP favorece la adhesion y migracion de las células tumorales a
través del endotelio linfatico de pulmdn. Las moléculas de tipo integrinas se han descrito
como mediadoras importantes en el transito de células a través de los endotelios. Ademas, se
conoce que el TGFp induce la expresion de moléculas de adhesion, como por ejemplo de la
integrina 3, que a su vez desarrolla una importante funcion en la unién y motilidad de las
células tumorales. El carcinoma de pulmoén, como la mayoria de los carcinomas, establece
metastasis en los nodulos linfaticos ademas de en otras regiones. Por tanto, pensamos que el
tratamiento con la citoquina TGFB de células de carcinoma escamoso de pulmoén H157,
puede alterar su capacidad para atravesar los vasos linfaticos mediante la expresion

diferencial de integrinas.
OBJETIVOS

Para estudiar la hipétesis propuesta se llevaron a cabo los siguientes objetivos:

1. Analizar el efecto del TGFp en la adhesion y migracion de células de NSCLC a través de

proteinas de la matriz extracelular y de monocapas de endotelio linfatico de pulmon.

2. Determinar el modelo celular mas adecuado para el estudio de los mecanismos celulares y

moleculares de adhesion y migracion inducidos por TGFp.

3. Estudiar la expresion de moléculas de adhesién y proteinas de la matriz extracelular en

células H157 tras el tratamiento con TGFp.
4. Determinar la funcion de la integrina B3 en la motilidad y adhesividad de células H157.
5. Establecer un modelo murino de xenotransplante de cancer de pulmén ortotépico con

metastasis a ganglios linfaticos axilares y braquiales en el que estudiar el efecto de los

inhibidores de TGFp y de la integrina B3 sobre el establecimiento de metastasis ganglionares.
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Materiales y Métodos

1. Cultivos celulares de lineas tumorales y de endotelio linfatico de pulmén humano.

Con objeto de estudiar la respuesta a TGFp de las células procedentes de lineas de
cancer de pulmon no microcitico humano (NSCLC), se crecieron las siguientes lineas
celulares: A549 (Adenocarcinoma bronquioalveolar), H157 y H1264 (Carcinoma escamoso)
y H1299 (Carcinoma pulmonar de células grandes). Las lineas de carcinoma de pulmén no
microcitico se cultivaron en medio RPMI 1640 (Lonza, Walkersville, EE.UU.) suplementado
con 10% de Fetal Clone Ill (Hyclone, South Logan, EE.UU.) y penicilina-estreptomicina
(100 unidades/ml, Lonza, Walkersville, EE.UU.).

Las células de endotelio linfatico de pulmén humano (HMVEC-Lly, Lonza,
Walkersville, EE.UU.) se cultivaron en medio EBM-2 suplementado con el EGM-2MV
Bulletkit (Lonza, Walkersville, EE.UU.) que contiene 5% de suero fetal bovino (FBS), 0,04%
de hidrocortisona, 0,4% de factor de crecimiento de fibroblastos humano basico (hFGF-B),
0,1 % de factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), 0,1% de factor de crecimiento
de tipo insulina recombinante humano (R3-1GF-1), 0,1% de acido ascérbico, 0,1% de factor
de crecimiento epidérmico humano (hEGF) y 0,1% de gentamicina y anfotericina B (GA-
1000). Las concentraciones no estan especificadas por la casa comercial.

Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad relativa
hasta preconfluencia en frascos de cultivo de 75 cm? (BD Falcon, New Jersey, EE.UU.) en un
incubador modelo 371 de Termo Electron Corporation (Ohio, Marietta, EE.UU.). Una vez las
células alcanzaron la preconfluencia se despegaron de los frascos de cultivo con tripsina (500
pg/ml) / EDTA (200 pg/ml) (Lonza, Walkersville, EE.UU.). Para todos los experimentos se
realizo el contaje celular utilizando una camara de recuento de Neubauer (Brand, Wertheim,

Alemania).

2. Tratamientos celulares utilizados

2.1. Tratamiento con TGFp y sus inhibidores

Una vez sembradas las células en placas de cultivo a una confluencia de 70-80%, se
lavaron con PBS estéril, y se incubaron otras 12-24 h con medio RPMI sin suero. Después se
afiadié medio de cultivo sin suero suplementado con TGFB1 (RyD systems, Minneapolis,

EE.UU.), a una concentracion final de 2 ng/ml, y se incubaron las células durante 24 h a 37°
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C. En los experimentos de 5 dias, se cambid el medio de cultivo el tercer dia por uno nuevo,
también suplementado con TGFB1 y carente de suero.

Para algunos experimentos se utilizaron dos péptidos blogueantes de TGFp: pl7 y
pl44 a una concentracion de 200 pg/ml. Estos péptidos fueron descritos por el Dr. Francisco
Borras: pl7 (KRIWFIPRSSWYERA, 1995.6 Da) es un péptido hidrofilico derivado de una
biblioteca de péptidos clonada en fagos, mientras que el pl44 (TSLDASIIWAMMOQN,
1580.86 Da) es un péptido parcialmente hidrofobico derivado de la secuencia de la region
extracelular del receptor de TGFp tipo Il (Betaglicano, aminoacidos 730-740). Ambos
péptidos se unen a TGFp, e impiden su union al receptor (Dotor et al, 2007; Ezquerro et al,
2003). En otros casos se utilizo un inhibidor comercial de las quinasas del receptor de tipo |
(ALK-4,-5,-7), SB 431542 hydrate (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania), a una
concentracion final de 10 uM durante 24 h. Todos los inhibidores se afiadieron 30 min antes

de comenzar el experimento.

2.2. Tratamientos sobre HMVEC-LIy

Los medios concentrados de células de NSCLC se obtuvieron tras el cultivo de las
mismas en medio sin suero, con o sin TGFp, durante 24 h. Los sobrenadantes fueron
recogidos y filtrados a través de una columna de separacién de 3 kDa (Amicon Ultra,
Millipore, Massachusetts, EE.UU.) por centrifugacién a 3000 g durante 3 h en una centrifuga
Allegra X-15 R (Beckman Coulter, Krefeld, Alemania). Estos medios se afiadieron a una
concentracion final de 1X sobre monocapas de HMVEC-LIly durante las 24 h previas al
experimento. En algunos casos se pretrataron las monocapas endoteliales con TNFa
(Peprotech, Londres, Inglaterra) a una concentracion de 20 ng/ml, 12 h antes de la realizacion

de los experimentos.

2.3. Tratamientos con quimioterapicos

Para estudiar in vitro el efecto del tratamiento con TGFp sobre la respuesta a los
agentes quimioterapéuticos se utilizaron: Taxol, Cisplatino, Etoposido (todos de Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemania) y Gemcitabina (Eli Lilly, Indianapolis, EE.UU.), utilizados en
la préctica clinica. En este ensayo se sembraron en medio completo 10* células de NSCLC
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por pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano. Tras 24 h de tratamiento con 2
pg/ml de TGEp, se afiadio cada quimioterdpico por separado a la concentracion de su
correspondiente IC50, establecida previamente en nuestro laboratorio (Irigoyen et al, 2010).
Transcurridas 48 h se determiné la viabilidad mediante ensayos de rojo neutro descritos en el

apartado 4.2. La tabla M.1 recoge las concentraciones utilizadas.

Tabla M.1. Concentraciones utilizadas para los agentes quimioterapicos.

Quimioterépico Concentraciones en Concentraciones en Concentraciones en
P A549 (M) H157 (uM) H1299 (uM)
Taxol 0,1 1 1
Cisplatino 15 50 40
Etopdsido 5 40 10
Gemcitabina 12.5 125 12.5

3. Determinacion de la viabilidad celular
3.1. Ensayo de caspasa 3/7

Se determind la actividad de la caspasa 3/7 mediante un ensayo basado en
quimioluminiscencia utilizando el kit comercial Caspase-Glo 3/7 (Promega, Madrid, Espafia)
y segun las indicaciones del fabricante. Para ello se sembraron 10* células de NSCLC H157
en medio RPMI completo en placas de 96 pocillos. Una vez adheridas, se lavaron las células
con PBS, se incubaron 12 h con medio RPMI sin suero y luego se afiadieron cantidades
crecientes de TGFp (0, 2, 5, 10, 20 ng/ml). Pasadas las 48 h se realizo el ensayo de caspasa

3/7 siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.2. Medida de la viabilidad por incorporacion del colorante vital rojo neutro

El rojo neutro es un colorante cationico débil que se concentra en vacuolas

citoplasméticas por unién a residuos aniénicos, en las células viables. Una vez sembradas 10*
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células en placas de 96 pocillos, se trataron durante 48 h con TGEp a concentraciones de 0, 2,
10 y 20 ng/ml. Transcurrido ese tiempo, se elimino el medio de cultivo y se afiadieron 200 pl
de medio de cultivo con HEPES (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania ) a una concentracion
15 mM en todos los pocillos y 50 pl de una solucion filtrada de rojo neutro (Sigma Aldrich,
Steinheim, Alemania ) (1 mg/ml en agua destilada) en 0,9% de NaCl (Panreac, Barcelona,

Espafia). Posteriormente se incubaron las placas durante 1 h y 30 min a 37°C y 5% de CO,,

Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos lavados con 200 ul de PBS y por ltimo
se afiadieron 100 ul de NaH,PO, en etanol al 50%. A continuacion se agitaron las placas para
que las células se lisaran y liberasen el colorante incorporado. La absorbancia de cada
muestra se ley6 a 540 nm, maximo de emisién del rojo neutro, y a 690 nm como control de

fondo, en un lector de placas Tecan Sunrise (Hayward, CA, EE.UU.).

3.3. Ensayo de proliferacion celular MTT

El ensayo del MTT se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa que origina un compuesto de color morado (formazan). De este
modo se puede determinar la funcionalidad mitocondrial. Este método es empleado para
medir la proliferacién celular de modo comparativo ya que en condiciones similares los
incrementos en la actividad mitocondrial seran proporcionales a los incrementos en el nimero

de células.

Se sembraron 2 x 10* células H157 en medio RPMI completo, en placas de cultivo
de 96 pocillos de fondo plano (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania). La
proliferacion de las células tumorales se analizé tras 2 dias de tratamiento con 2 ng/ml de
TGFp. Finalizada la incubacion, se afiadieron 10 pl de reactivo MTT (Sigma Aldrich,
Steinheim, Alemania) por pocillo y cuando el precipitado morado se hizo visible, se
afiadieron 100 pl de una solucién detergente (10% SDS p/v, 50% DMF v/v, pH 4,7) para
solubilizar los cristales de formazan y se mantuvo la placa en oscuridad 16 h. Tras este

tiempo, se determino la absorbancia a 540 nm en un lector de placas Tecan Sunrise.

38



Materiales y Métodos

4. Determinacion de la expresion genica
4.1. Extraccion y purificacion de RNA total

La extraccion de RNA se llevo a cabo utilizando el reactivo TRIzol (Gibco,
Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este reactivo
contiene fenol para la separacion organica, e isotiocianato de guanidina que es un inhibidor
de RNasas. Durante la extraccion del RNA se utilizd agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) para evitar la contaminacion con RNasas. EI RNA fue purificado posteriormente
utilizando el kit comercial RNeasy total RNA isolation kit (Quiagen, Barcelona, Espafia), se
disolvié en agua y se determind espectrofotométricamente su concentracion utilizando un
Nanodrop (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.).

4.2. Retrotranscripcion

Para cada reaccion se utilizaron 2 ug de RNA molde, una concentracién 5 pM de
hexameros, 1 unidad de la retrotranscriptasa MMLV-RT (Promega, Madison, W1, EE.UU.) y
su tampdn correspondiente (Promega) a una concentraciéon final de 50 mM Tris-HCI (pH
8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl, y 10 mM DTT. Se afiadié a la reaccién una mezcla de
desoxinucleotidostrifosfato (Invitrogen, Barcelona, Espafia) a una concentracion final de 1

mM. El volumen final de la reaccion se ajustd a 20 pl con H,O libre de RNasas.

Inicialmente se desnaturalizé el RNA a 80° C durante 5 min y se mantuvo en hielo
para evitar la renaturalizacion. Tras una breve centrifugacion, se afiadio la mezcla de reaccién
y se incubd a 37° C durante 1 h. Finalmente, se sometieron las muestras a un tratamiento de
10 min a 75° C para desnaturalizar la enzima transcriptasa reversa y detener asi la reaccion de
polimerizacion. Las muestras de DNA complementario se almacenaron a -20° C hasta su

posterior utilizacion.

4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional

La PCR se realiz6 en un volumen final de 20 ul diluyendo 1:2 la mezcla comercial
maestra para PCR (Promega), cuya composicion final en la reaccion es: 25 unidades/ml de
TagqDNA polimerasa en un tampén a pH 8,5, 200 mM dATP, 200 mM dGTP, 200 mM dCTP,
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200 mM dTTP y 1,5 mM MgCl, (Promega). Posteriormente se afiadio 1 pl de cada cebador
sentido o antisentido en cada mezcla de reacciéon a una concentracion final de 1 uM y se
ajusto el volumen final a 20 pl con H,O. Los cebadores utilizados estan descritos en la tabla
M.2.

El perfil de reaccion utilizado fue de 5 min de desnaturalizacion inicial a 94° C
seguido de un ciclo de 45 s a 94° C. A continuacién, las muestras se sometieron a 35 ciclos de
45 52a94°C, 45 s a la temperatura de fusién (TM) y 1 min a 72° C. Por altimo las muestras se

incubaron 5 min a 72° C, para su extension final.

4.4. Electroforesis de DNA en geles horizontales de agarosa

Esa técnica se utilizd para separar las moléculas de DNA amplificadas mediante
PCR convencional en funcién de su tamafio. Para la realizacion de los geles se utiliz6 agarosa
Pronadisa de baja electroendosmosis (Hispanlab, Madrid, Espafia) a una concentracion del
2%.

Las muestras se prepararon afiadiéndoles un tampon de carga (azul de bromofenol
0,25%, xileno cianol 0,25% vy ficoll 15%). Las electroforesis se realizaron a un voltaje
constante de 70 V durante 90 min. Al gel se le afiadié bromuro de etidio, agente intercalante
del DNA, a una concentracion de 1 pg/ml para visualizar las bandas de amplificacién al
exponer el gel a luz ultravioleta. Se obtuvieron iméagenes digitales mediante el uso del
software Gel Doc (Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.). Para calcular el tamafio de las bandas
obtenidas se incluyé en el gel el marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen,
Barcelona, Espafia), que presenta un patron de bandas comprendidas entre 100 y 1200 pares

de bases.
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Tabla M.2. Oligonucleétidos usados para PCR convencional.

Gen Secuencia cebadores GenBank Tazrl:?s)no Tm(°C)

p-actina (ACTB) 5-TCTACAATGAGCTGCGTGTG-3' NM_001101 315 60
5-GGTGAGGATCTTCATGAGGT-3'

Factor de 5-CCAGTCCTGCCATCCCAGGTC -3’ NM_001718 224 60

crecimiento 5- AAGCAGCCCTTCATGG-3"

transformante 1

(TGFp1)

Factor de 5-TGTCTGAACTAGTACCGCCTT-3 NM_003238 99 60

crecimiento 5- GGAAGAAGCGGGCTTTGGA-3

transformante 2

(TGFB2)

Factor de 5- GTCAGGCAGTGGTGGTTCTCT-3" NM_003239 398 62

crecimiento 5- GGAAGAAGCGGGCTTTGGA-3

transformante 3

(TGFB3)

Receptor tipo Il de 5-AGTGTTCTGCTTCAGCTT -3 NM_003245 605 62

TGFB (TGF-BRII) 5 TCCTGCATGAGCCAACTGCAGC-3’

Integrina B3 5-TGACGACTTCTCCTGTGTCC-3' NM_000212.2 188 60

(ITGB3) 5-AGCTGCCACATTCACACTTG-3'

Mucina 1 (MUC1) 5'-CCAGCCCGGGATACCTACCAT-3 NM_001018016.2 188 60

5-GCGACGTGCCCCTACAAGTT-3

4.5. Deteccion de la expresion génica mediante arrays basados en PCR cuantitativo

Con el objetivo de estudiar de forma mas general y completa cuales son las

moléculas de adhesidn, proteasas y componentes de la matriz extracelular cuya expresion se

ve alterada tras el tratamiento con TGFp, se realizd un array de expresion a partir de muestras

de mRNA obtenidas de células de carcinoma escamoso pulmonar humano tratadas o no con
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TGFp a dosis 2 ng/ml durante 24 h, usando la plataforma “SABiosciences RT? Profiler™
PCR Array” (Quiagen, Duesseldorf, Alemania). Ademas, para confirmar la especificidad del
efecto del TGFp sobre las células tumorales, se incluyeron en el array muestras tratadas con
los inhibidores del receptor tipo | de TGFp, SB 431542. Las retrotranscripciones se realizaron
utilizando el RT2 First Strand Kit (SABiosciences, Quiagen). Del mismo modo, las
reacciones de PCR fueron preparadas con los reactivos propios de la plataforma, segin lo
indicado en el protocolo recomendado por la casa comercial. Las reacciones de PCR a tiempo
real, se realizaron en un termociclador ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, California,
EE.UU.).

El analisis de los datos obtenidos se hizo utilizando el software PCR Array Analysis
Web Portal (http://www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php). Este programa se
basa en el método comparativo de analisis de PCR cuantitativo (AACt). En este método, los
valores del ciclo umbral (Ct, del inglés threshold cycle) son obtenidos a partir de dos DNAs
complementarios normalizados por separado con genes constitutivos (en inglés, housekeeping
genes). Se amplificaron como control fragmentos de DNA correspondientes a los genes de las
proteinas Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), p-actina (ACTB), p2
microglobulina (B2M), Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1) y proteina
ribosomal L13a (RPL13A). El método AACt asume que la eficiencia de la amplificacion del
gen de interés y de los genes constitutivos es de alrededor de 100%, o sea 2, ya que la
cantidad de amplicones se duplican por ciclo. Para realizar la comparacion de la expresion
con este método, en primer lugar, se calcula la diferencia entre los valores Ct (ACt) de todas
las muestras frente a las de los genes constitutivos. A continuacion, se calcula la diferencia de
los valores de ACt entre las muestras de los grupos con tratamiento y las muestras del grupo
control (AACt). En resumen, el cambio de expresion entre ambos grupos es calculado por la

2 (-AACY)

formula (fold-change).

4.6. PCR a tiempo real

Para validar los resultados obtenidos en el array de expresion, se realizaron por
triplicado PCRs cuantitativas utilizando cebadores especificos comerciales (Origene,
Rockville, MD, EE.UU.) de aquellos genes que al menos duplicaron su expresion tras el
tratamiento con TGF. Las secuencias de los distintos cebadores se encuentran recogidas en
la tabla M.3. Para cada muestra se prepar6 una mezcla que contenia 12,5 pl de SYBER Green
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PCR Master Mix que contiene el fluorocromo SYBER Green 1, DNA polimerasa AmpliTaq
Gold, dNTPs con dUTP y el tampon adecuado para el funcionamiento de la enzima (Applied
Biosystems, California, EE.UU.), 1 pl de la mezcla comercial de cebadores a una
concentracion de 10 uM, 2 ul de cDNA a 4 ng/ul y agua libre de nucleasas hasta un volumen
de 25 pl. Todas las reacciones se hicieron por triplicado en el termociclador ABI PRISM

7500 Sequence Detector (Applied Biosystems, California, EE.UU.).

4.7. Transfecciones estables de células H157

Para llevar a cabo el silenciamiento estable de la integrina B3 se transfectaron
mediante electroporacion, células H157 con un shRNA comercial frente a la region
codificante de la integrina B3 (T1348322: GTGACGACTTCTCCTGTGTCCGCTACA AAG
- HuSH™ shRNA Plasmid Panels — 29mer-, Origene Technologies, Rockville, MD, EE.UU).
El vector de expresion del plasmido, denominado pRS, de 5430 pb contiene los genes de
resistencia a ampicilina para la seleccion en bacterias y puromicina para la seleccion en
células de mamiferos. Paralelamente, como control se transfectaron células con un shRNA no
especifico (scramble) (TR30012: 5> GCACTACCAGAGCTAA CTCAGATAGTACT 3%),
incluido en el kit de HUSH™ shRNA Plasmid Panels.

Para ello, se resuspendieron células de una placa de cultivo confluente de 10 cm de
diametro en 1 ml de medio de cultivo reducido Opti-MEM® (Invitrogen, Barcelona, Espafia)
con 20 pg del shRNA B3 y se electroporaron las células utilizando un electroporador Gene
Pulsar | (Bio-rad, Berkeley, CA, EE.UU.). Se sometieron las células a pulsos exponenciales
de 975 uF de capacitancia y 250 V de voltaje. Posteriormente se sembraron las células en
medio completo y tras medio dia de cultivo se les afiadid dihidrocloruro de puromicina
obtenida de Streptomyces alboniger (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) a una

concentracion de 1,5 pg/mi.

Los clones de células H157 que expresaban establemente el ShRNA especifico
frente a la integrina B3 silenciada, resistentes a puromicina, fueron amplificados en medio
con una concentracion de mantenimiento de puromicina de 0,75 pg/ml. La eficiencia de

transfeccion se confirmd por PCR, citometria de flujo e inmunofluorescencia.
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Para expresar establemente la proteina fluorescente verde (GFP) en células H157
(H157-GFP), H157 shRNA B3 (GFP-shRNAB3) y scramble (GFP-scramble), se transfectaron
2 x 10° células por pocillo con 1 pg del vector plasmidico pEGFP-C1 que contiene el gen
GFP (Clontech, Mountain View, CA, EE.UU.), 3 ul del reactivo de transfeccion FuGENE 6
(Roche, IN, EE.UU.) en 96 ul de medio RPMI sin suero (Invitrogen, Barcelona, Espafia) y se
siguieron las instrucciones de la casa comercial. Para seleccionar células transfectadas que
expresasen establemente GFP, se afiadieron al medio basal 500 pg/ml del antibidtico
geneticina (G418) obtenido de Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania) y se seleccionaron los
clones resistentes al antibiotico. Para obtener una poblacion de méas del 97% de alta expresion
de GFP, se separaron las células utilizando un separador celular FACSAria Il (Becton
Dickinson Biosciences, San José, CA, EE.UU.).
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Tabla M.3. Cebadores comerciales para las amplificaciones mediante PCR en tiempo real de la validacién de
cambios en la expresién génica

Gen Secuencia cebadores Nombre  Genbank
Desintegrina y 5-GCGTCAATGCTTTCCAACCTGG-3' ADAMTS1 NM_006988
metaloproteasa con 5-GGGATTCTGAGGCTTGTCCATC-3'
motivos de
trombospondina 1
5-TCTACAATGAGCTGCGTGTG-3'
Pactina B-ACTIN NM_001101
5-GGTGAGGATCTTCATGAGGT-3'
Factor de crecimiento 5-CTTGCGAAGCTGACCTGGAAGA-3' CTGF NM_001901
de tejido conectivo 5-CCGTCGGTACATACTCCACAGA-3'
Fibronectina 1 5-GATAAATCAACAGTGGGAGC-3' FN1 NM_002026.2
5-TAAAGACTCCATGATCTGGG-3'
Integrina B3 5-TGACGACTTCTCCTGTGTCC-3' ITGB3 NM_000212.2
5-AGCTGCCACATTCACACTTG-3'
Integrina 5 5-TGGCTGTGGAGGTGAGATAG-3' ITGB5 NM_002213.3
5-CCTGTAGCTGGAAGGTGGTC-3'
Gliceraldehido-3- 5'-CCAAGGTCATCCATGACAAC-3' GAPDH NM 002046.3
fosfato deshidrogenasa 5-TGTCATACCAGGAAATGAGC-3'
Laminina B1 5-GAGGTGTCTCAAGTGCCTGTAC-3' LAMB1 NM_002291
5-ACTGGCAGTCAGAGCCGTTACA-3'
Metaloproteasa de la 5-AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA-3' MMP2 NM_004530
matriz 2 5-CATTCCAGGCATCTGCGATGAG-3'
Metaloproteasa de la 5'-CACTCACAGACCTGACTCGGTT-3' MMP3 NM_002422

matriz 3

5-AAGCAGGATCACAGTTGGCTGG-3'
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Gen Secuencia cebadores Nombre  Genbank
Metaloproteasa de la 5-TCCAGGCTGTATGAAGGAGAGG-3' MMP10 NM_002425
matriz 10 5'-GGTAGGCATGAGCCAAACTGTG-3'
Metaloproteasa de la 5'-GAGAAGACGGACCTCACCTACA-3' MMP11 NM 002422
matriz 11 5-CTCAGTAAAGGTGAGTGGCGTC-3
Metaloproteasa de la 5-CCTTGGACTGTCAGGAATGAGG-3' MMP14 NM_004995
matriz 14 5-TTCTCCGTGTCCATCCACTGGT-3'
Secreted Protein, Acidic 5-TGCCTGATGAGACAGAGGTGGT-3' SPARC NM_003118
and Rich in Cysteine 5-CTTCGGTTTCCTCTGCACCATC-3'
(Osteonectina)
Factor de crecimiento 5-GGACTGACGGAGACCCTCAA-3' TGFBI NM_000358
transformante, inducible 5-GCATCTCTCCCAAGAGTCTGCT-3'
por TGFp
Trombospondina 1 5'-GCTGGAAATGTGGTGCTTGTCC-3' THBS1 NM_003246
5'-CTCCATTGTGGTTGAAGCAGGC-3'
Trombospondina 2 5-CAGTCTGAGCAAGTGTGACACC-3' THBS2 NM_003247
5-TTGCAGAGACGGATGCGTGTGA-3'
Inhibidor tisular de 5-ACCCTCTGTGACTTCATCGTGC-3' TIMP2 NM_003255
metaloproteasas 2 5-GGAGATGTAGCACGGGATCATG-3'
Tenascina C 5-ATGTCCTCCTGACAGCCGAGAA-3' TNC NM_002160
5'- AGTCACGGTGAGGTTTTCCAGC-3'
Versicano 5-TTGGACCTCAGGCGCTTTCTAC-3' VCAN NM_004385

5-GGATGACCAATTACACTCAAATCAC-3'
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5. Determinacion de la expresion de proteinas

5.1. Extraccion de proteinas y Western Blot

Las células se crecieron en placas de 10 cm de didmetro y tras retirar el PBS, se
afiadieron 100 pl de tampdn de lisis (PBS, SDS 0,1%, NP-40 1%, Deoxicolato Sodico 0,5%,
B-Glicerosfosfato 0,2 mM, NazVO, 1 mM, cocktail de inhibidores 1X (Complete, Roche, IN,
EE.UU.), enfriado en hielo. Se despegaron las ceélulas utilizando un rascador y se
transfirieron a tubos de microcentrifuga. Las muestras se centrifugaron durante 15 mina 4° C
y 10.000 x g para precipitar los restos celulares y se recogio la fraccion soluble, que fue

almacenada a -20° C hasta su posterior utilizacion.

La concentracion de proteinas en las muestras se midié mediante el ensayo del acido
bicinconinico BCA (Goldschmidt y Kimelberg, 1989), basado en la reduccién del Cu* (azul)
a Cu" por las proteinas (Pierce, Rokcford, IL, EE.UU.).

Para la electroforesis de proteinas se utilizaron minigeles de poliacrilamida
discontinuos de 0,75 mm de espesor (acrilamida:N,N’-metilenbisacrilamida 37,5:1, Bio-Rad,
Berkeley, CA, EE.UU.), constituidos por un gel inferior de separacion al 12% de
poliacrilamida preparado en tampon de separaciéon (Acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1) 10%,
Tris-HCI (pH 8,8) 375 mM, SDS 0,1%, APS 0,1% (v/v), TEMED 0,175% (v/v)), y un gel
superior de compactacion al 4% de poliacrilamida, preparado en tampdn de compactacion
(Acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1) 4%, Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM, SDS 0,1%, APS 0,1%
(v/v), TEMED 0,175% (v/v) ).

La desnaturalizacién de las muestras se llevé a cabo diluyendo 20 pg de la muestra
en tampdn de carga con SDS (Tris-HCI (pH 6,8) 312,5 mM, SDS 10% (p/v), Glicerol 50%
(v/v) B-Mercaptoetanol 25% (v/v), Azul de bromofenol 0,25% (p/v)) e hirviéndolas durante 5

min, para enfriarlas en hielo antes de su carga.

Para poder estimar el peso molecular de las proteinas, se utilizaron proteinas de peso
molecular conocido tefiidas que se cargaron en el gel de modo independiente (Prestained
SDS-PAGE Standards Broad range, Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.).
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Tabla M.4. Anticuerpos primarios utilizados para Western blot.

Proteina Obtenido en Condiciones Casa comercial
B-actina Rat6n 1:5000, TBS-T leche 5%, 1 h, T® Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania)
ambiente
P-FAK Conejo 1:1000, TBS-T BSA 5%, 16 h, 4° C Cell Signalling (Danvers, MA,
(Tyr 397) EE.UU.)
FAK Conejo 1:2000, TBS-T BSA 5%, 16 h, 4° C Cell Signalling (Danvers, MA,
EE.UU.)
TGFp1 Raton 1:300, TBS-T BSA 5%, 2,5 h, T° RyD (Minneapolis, EE.UU.)
ambiente
TRRII Cabra 1:600, TBS-T BSA 5%, 2 h, T° RyD (Minneapolis, EE.UU.)

P-SMAD 2 Conejo
(Ser465/467)

SMAD 2/3 Conejo

P-Src Conejo
(Tyr 416)
Src Rat6n

ambiente

1:2000, 16 h, 4° C

1:2000, 16 h, 4° C

1:1000, TBS-T BSA 5%, 16 h, 4° C

1:1000, 5%TBS-T leche, 16 h, 4°C

Chemicon International California,
EE.UU.)

Cell Signalling (Danvers, MA,
EE.UU.)

Cell Signalling (Danvers, MA,
EE.UU.)

Cell Signalling (Danvers, MA,
EE.UU.)

La electroforesis se llevd a cabo en cubetas Mini PROTEAN 3 (Bio-Rad, Berkeley,
CA, EE.UU.) en tampdn de electroforesis (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%
(p/v)) a un voltaje constante de 100 V, hasta que el frente de azul de bromofenol presente en

los tampones de carga alcanzé el extremo inferior del gel.

Las proteinas separadas electroforéticamente en los geles de poliacrilamida se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.) (Towbin et al,

1979) para su posterior hibridacion con anticuerpos especificos. Para ello, se utiliz6 un
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sistema de transferencia electroforética en tanque de Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad,
Berkeley, CA, EE.UU.), a 300 mA durante 1 h a 4° C en tampon de transferencia (Tris base
25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20% (v/v)).

A continuacion, las membranas se bloguearon durante 1 h a temperatura ambiente en
TBS-T (Tris-HCI (pH 7,4) 25 mM, NaCl 200 mM, Tween 20 0,1% (v/v)) con una
concentracion de 5% (p/v) de leche desnatada en polvo o BSA, para evitar la adsorcion

inespecifica de los anticuerpos a la superficie de la membrana de nitrocelulosa.

Seguidamente, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario diluido en
TBS-T leche o TBS-T BSA. La dilucion, tiempo y temperatura de incubacion dependieron

del anticuerpo primario utilizado y se detallan en la tabla M.4.

Tras la incubacion de los anticuerpos primarios se realizaron tres lavados de 10 min
en TBS-T y a continuacion se afiadio el anticuerpo secundario adecuado marcado con
peroxidasa a la dilucion correspondiente en TBS-T leche o TBS-T BSA. Los anticuerpos
utilizados se detallan en la tabla M.5. Tras esta incubacion, se realizaron 4 lavados de 10 min
en TBS-T.

Tabla M.5. Anticuerpos secundarios utilizados para Western blot.

Proteina Obtenido en Condiciones Casa comercial
IgG de anti-ratén Cabra 1:5000, 1 h, T° ambiente para Amersham (Wisconsin,
conjugado con peroxidasa TGF y B-actina EE.UU.)
) ) ) Cabra 1:5000, 1 h, T° ambiente para Santa Cruz
IgG anti-conejo conjugado )
) PMAD y SMAD Biotechnology (Santa Cruz
con peroxidasa
EE.UU)
IgG anti-cabra conjugado Conejo 1:5000, 1 h, T° ambiente Sigma Aldrich (Steinheim,
con peroxidasa Alemania)

Las bandas inmunorreactivas se visualizaron mediante quimioluminiscencia
utilizando el kit Lumi-light""" Western Blotting de Roche (IN, EE.UU.). Para ello se

incubaron las membranas con una solucion de peroxido de hidrogeno y luminol, que al ser
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oxidado por la peroxidasa en presencia de los fenoles presentes en las proteinas, emite luz a
una longitud de onda de 428 nm. A continuacion se expusieron peliculas fotograficas
sensibles a la luz azul (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Wisconsin, EE.UU.)
sobre las membranas durante el tiempo necesario para registrar la sefial y se revelaron en un
revelador automatico (Curix 60 de AGFA-GEVAERT, N.V, Bélgica). Para cuantificar
mediante densitometria el patrén de bandas obtenido se utilizd el programa Quantity One
(Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.)

5.2. Citometria de flujo

Las células cultivadas en placas se despegaron mediante tripsinizacion y se
resuspendieron en la solucion de unién (EDTA 2 mM y 5% SFB en PBS). Posteriormente se
incubaron durante 10 min a 4° C con anticuerpos monoclonales especificos en las condiciones
descritas en la tabla A.4 (Anexos, pags. 164-166).

Después, las células se lavaron dos veces con la solucion de union y se afiadié el
anticuerpo secundario correspondiente diluido 1:500 en la solucién de unién (tabla A.4,
Anexos, pags. 164-166). Tras incubar las células durante 10 min a 4° C se lavaron una vez
con la solucién de unién, y se analizaron 2 x 10* células en un citémetro FACScan (BD
Biosciences, San José, CA, EE.UU.) utilizando el programa de adquisicion Cellquest (BD
Biosciences, San José, CA, EE.UU.).

6. Ensayos funcionales

6.1. Actividad proteolitica

6.1.1. Zimografia

La zimografia es una técnica que permite visualizar la presencia de actividad
proteasa mediante electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida que contienen

diversos sustratos de las proteasas copolimerizadas. En este caso, los geles utilizados eran de
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acrilamida con SDS y gelatina al 10% (Bio-Rad, Berkeley, CA, EE.UU.), por lo tanto,
detecta la actividad de las gelatinasas (MMP2 y MMP?9).

Para realizar la zimografia, se centrifugaran durante 5 min a 1500 r.p.m.15 ml de
sobrenadantes de células de carcinoma pulmonar A549, H1299 y H157 incubadas 24 h con 2
ng/ml de TGFp, para eliminar los restos celulares. A continuacion, fueron sometidos a una
centrifugacion de 3000 x g a 4° C utilizando concentradores Amicon Ultra-15 que posee un
limite de cribado de proteinas de 3 kDa (Millipore, Massachusetts, EE.UU.) hasta llegar al

volumen final de 200 pl.

Para cada muestra, se mezclaron 40 ul de cada sobrenadante concentrado con 10 pl
de solucion tampdn de carga no reductor 2x (Glicerol 20%, Azul bromofenol al 0,005%, SDS
al 4% y Tris 126 nM, pH=6,8) y se cargaron en el gel. La electroforesis se realiz6 a una
intensidad de 125 V durante 2 h a 4° C en tampon de electroforesis (Tris HCI 0,1M, SDS
0,1% y Glicina 192 mM, pH 8,3). A continuacion se lavo el gel durante 30 min en una
disolucion de Triton X-100 (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) al 2,7% en agua ultrapura
para eliminar los restos de SDS. Tras el lavado, se incubd el gel 16 h a 37% en una disolucion
que permite la actividad proteasa (5 mM de Tris Base, 20 mM NaCl, 4 mM HCI 6 N, 0,5 mM
CaCl,, pH 7,6). Después de la incubacion, se realizaron 3 lavados de 15 min en agua
ultrapura y se tifio el gel durante 1 h con solucién de tincién Gel Code Blue Satin Reagent
(Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.).

6.1.2. Ensayo de degradacion de matriz de gelatina fluorescente

Para corroborar los resultados obtenidos en las zimografias se realizd el ensayo de
degradacion de matrices de gelatina fluorescentes EnzChek Gelatinase Assay Kit de
Molecular Probes Inc (Eugene, OR, EE.UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Este
ensayo consistia en cubrir los pocillos con 12,5 pug/ml de gelatina-FITC en 100 pl de tampon
de reaccion 1X (50 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl,, 0,2 mM de azida
sodica). A continuacion se sembraron las células a una concentracién de 2x10* células H157
por pocillo, tratadas o no con TGFp, y tras 24 h de incubacién a 37°C, 5% CO, y 95% de
humedad relativa, se midié la fluorescencia en un fluorimetro de placas BMG, modelo

Fluostar Optima utilizando una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de
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530 nm. El aumento de la fluorescencia emitida por la gelatina es proporcional a su

degradacion.

6.2. Ensayos de adhesion

6.2.1. Adhesidn de células H157 a proteinas de matriz extracelular

Para realizar los ensayos de adhesién a proteinas de la matriz extracelular, se
cubrieron placas de 96 pocillos de fondo plano (Cellstar, Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania) con 50 pg/ml de colageno tipo | (BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.), 50
pg/ml de coldgeno tipo 1V, 10 pg/ml de fibronectina, 1 pg/ml de vitronectina, 6 3% de BSA
como control negativo (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) durante 2 h a 37° C. Se lavaron
los pocillos dos veces con PBS y se bloque6 la adhesion inespecifica con BSA al 1% en PBS

durante 1 h a 37° C. Transcurrido este tiempo se eliminaron los restos de BSA.

Una vez preparada la placa de cultivo para la adhesion, se tripsinizaron las células
H157, se resuspendieron en RPMI sin suero a una concentracion de 10° células/ml, y se
marcaron con calceina-AM (Fluka, Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) a una
concentracion de 10 uM durante 20 min a 37° C y en oscuridad, agitdndolas suavemente para

evitar su sedimentacion.

Tras el marcaje celular, se realizaron tres lavados con RPMI sin suero para eliminar
el exceso de calceina y se resuspendieron las células en medio de adhesion (RPMI con BSA
al 0,5% y 20 mM de HEPES) a una concentracion de 10° células/ml. Posteriormente, se
afiadieron 100 pl de células por pocillo y se incubaron durante 30 min a 37° C. Tras realizar 3
lavados con medio de adhesion se afiadieron 100 pl de PBS. A continuacion, se midieron las
placas en un fluorimetro de placas BMG, modelo Fluostar Optima utilizando una longitud de
onda de excitacion de 485 nm y una de emision de 530 nm. Se hicieron tres replicas para

cada condicion.

Para inhibir la adhesién mediada por las integrinas avf3 y avp5, se incubaron las
células H157 con anticuerpos especificos blogueantes (MAB1976Z and MAB1961Z
respectivamente, Chemicon International/Millipore, California, EE.UU.) a una concentracion

1:100, durante 30 min antes de los ensayos de adhesion. Ademas, se bloqued especificamente
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la via de sefializacion mediada por FAK incubando las células 16 h con 1 uM del inhibidor de
FAK PF-573228 (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).

6.2.2. Adhesién de células H157 al endotelio linfatico de pulmdén

Para los ensayos de adhesion de ceélulas tumorales al endotelio linfatico, se
sembraron 4 x 10* células HMVEC-LIly por pocillo en placas de 96 pocillos previamente
tratadas con 50 pg/ml de colageno tipo | de cola de rata (Becton Dickinson, NJ, EE.UU.).
Una vez obtenida la monocapa de endotelio, se prosiguio el ensayo de adhesién como se ha

descrito en el apartado anterior.

6.3 Ensayos de migracion

6.3.1. Migracidn a través de proteinas de matriz extracelular

Para estudiar la migracion celular se utilizaron cdmaras tipo Boyden (Corning, NY,
EE.UU.) con poros de 8 um de diametro. En algunos experimentos antes de afiadir las células
tumorales a la camara superior, se recubrieron éstos con proteinas de la matriz, como se ha

descrito en el apartado 6.2.1.

En pocillo se afiadieron 5 x 10* células tumorales en 150 pl de medio sin suero y en la
parte inferior de la cAmara se afiadieron 350 pl de medio de cultivo con 10% de Fetal Clone

I11 como quimiotactico. Como control negativo, se afiadi6 RPMI sin suero.

Las células se mantuvieron durante 24 h a 37° C en el incubador al 5% de CO,.
Pasado este tiempo, se descartd el medio de la camara superior y las posibles células que
quedaron adheridas a la superficie superior del filtro se arrastraron utilizando un hisopo. Las
celulas adheridas a la parte inferior de la membrana se fijaron con formaldehido al 4%
durante 15 min y después se tifieron durante 10 min con cristal violeta al 0,5% en agua. El
numero de células que migraron se cont6 utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse
TE2000 (Amstelveen, Holanda). Se contaron un minimo de cuatro campos a partir de

fotografias adquiridas con el objetivo de 10x.
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6.3.2. Transmigracion a través de monocapas de endotelio linfatico de pulmon

Para los ensayos de transmigracion de células tumorales a través del endotelio
linfatico, se sembraron 4 x 10* células HMVEC-Lly por pocillo en placas de 96 pocillos
previamente tratadas con 50 pug/ml colageno tipo | de cola de rata (Becton Dickinson, NJ,
EE.UU.) y se incubaron las células 24 h para permitir que se formara una monocapa
confluente de endotelio linfatico. A continuacion se realizaron los ensayos de transmigracion

como esta descrito en el apartado 6.3.1.

6.3.3. Bogueo de transmigracidon con agentes quimicos o anticuerpos bloqueantes

Los inhibidores de TGFp, de las integrinas avp3, avp5 y de FAK fueron utilizados
del mismo modo que en los ensayos de adhesion (apartado 18.4). Para inhibir la
transmigracion mediada por LLCAM, se utilizaron dos anticuerpos monoclonales de raton
frente a LICAM humana, cedidos por el Dr. Peter Altevogt (DKFZ: Centro Aleman de
Investigacion en Céncer, Heidelberg, Alemania). Para bloquear la unién homotipica L1-L1,
se utilizd el anticuerpo 9.3 frente a los dominios IgG 1 y 2 de la LLCAM humana y para
bloquear indirectamente la unién de LLCAM con las integrinas se incubaron las células con
el anticuerpo 35.9 frente al dominio IgG 6, proximo a la region RGD de la molécula de
L1CAM (Schafer et al., 2012).

El bloqueo de la transmigracion con los anticuerpos de LLCAM y de CD31 (Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemania) consistié en preincubar por separado las células tumorales y
las monocapas de células endoteliales con los anticuerpos a una dilucion de 1:100 durante 1
h. A continuacion, se afadieron las células tumorales en la parte superior de la cdmara
Boyden y se prosiguié el ensayo de transmigracion como ya se ha descrito en el apartado

anterior.

6.3.4. Ensayo de proliferacion independiente de sustrato en agar blando

Este ensayo se realiz6 para estudiar si las células H157 tratadas con TGFp tenian una

mayor capacidad de formar colonias independientes de sustrato. En primer lugar se afiadié en
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una placa de 6 pocillos una capa inferior de agar blando al 0,6% en medio de cultivo RPMI
2,5x (25% de Fetal Clone Il con 2,5% de Penicilina/Estreptomicina) y se dejo enfriar dentro
de la campana de flujo laminar durante 1 h. Transcurrido ese tiempo se afiadié 1ml de una
mezcla compuesta por agar al 0,3%, en medio RPMI 1,4x (14,28% de Fetal Clone 111y 1,4%
de Penicilina/Estreptomicina) y 2 x 10° células H157 tratadas o no con TGFp durante 24 h.

Las muestras se mantuvieron 15 min en la campana para que la capa superior de gel
se secara y posteriormente, se incubd durante una semana a 37° C, 5% CO, y 95% de
humedad relativa. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé el revelado de la placa
afiadiendo a cada pocillo 500 pl de reactivo MTT a una concentracién de 10 mg/ml diluido
en PBS y tras incubar otras 4 h, se retiré el exceso, se afiadieron 500 pl de dimetil sulfoxido
(DMSO, Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) al 99,9% y se incubd hasta el dia siguiente.
Las colonias tefiidas de negro se contaron utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse
TE2000 (Amstelveen, Holanda) con el objetivo de 10x.

7. Experimentos en modelos animales

Todos los ensayos con animales se llevaron a cabo en ratones hembras nude atimicas
de 5-8 semanas de edad, obtenidos de los laboratorios Harlan (Barcelona, Espaiia). Los
ratones se mantuvieron en condiciones estériles a temperatura y humedad constantes y con
comida ad libitum. Los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité de Etica para la

Experimentacion Animal de la Universidad de Navarra (n° 027-09).

7.1. Modelo de metéstasis a ganglios popliteos

Este modelo animal xenografico consiste en inocular en las almohadillas de las patas
traseras de los ratones inmunosuprimidos 10° células de carcinoma escamoso de pulmén
H157, transfectadas establemente con GFP y tratadas con TGFp durante 5 dias, para estudiar
la metéastasis de las células tumorales a través del endotelio linfatico hacia los ganglios
popliteos. Los animales se sacrificaron cuando los tumores de la almohadilla de la pata
adquirian un tamafio aproximado de 5 mm. Los tumores y los ganglios popliteos de los

ratones se extrajeron, se fijaron en formaldehido 4%, se incluyeron en parafina y se hicieron
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cortes para posteriores analisis por inmunohistoquimica. Este método se utilizé Unicamente
como primera medida de la capacidad metastdsica de nuestras células y no resulto
satisfactorio en nuestras condiciones porque no se observo la presencia de células tumorales

en los ganglios popliteos.

7.2. Modelo ortotopico de inyeccion de células de carcinoma escamoso de pulmon

humano H157 en pulmones de ratones atimicos

Este modelo animal se desarrollé a partir de la adaptacion de los modelos descritos
por Onn y colaboradores (Onn et al, 2003) y Yamaura y colaboradores (Doki et al, 1999;
Yamaura et al, 1999; Yamaura et al, 2000). Para la inyeccion intrapulmonar de células H157-
GFP en ratones nude, se anestesiaron los animales por inhalacion de isofluorano al 99,9% y
se colocaron en la posicion de decubito lateral derecho. Después de desinfectar la zona con
una solucion de povidona iodada (Betadine®, Meda Pharma, Madrid, Espafia), se realiz6 una
incision transversal de 5 mm en la regidn lateral izquierda, aproximadamente 5 mm debajo de
la escapula y 1,5 cm por encima de la ultima costilla del raton. La grasa subcutanea y la
musculatura se separaron hasta verse el pulmdn izquierdo a través de los musculos
intercostales. A continuacion se insertd una aguja de 30-gauge aproximadamente 5 mm
dentro del pulmén y se inoculé una suspension compuesta por 10° de células resuspendidas
en 10 ul de PBS con 10 pl de Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) a una
concentracion de 1 pg/ul en un volumen total de 20 ul. En la incisién se realiz6 una sutura

con hilo 6-0 (Vicryl, Ethicon Endo-Surgery GmbH, Norderstedt, Alemania).

Los ratones se sacrificaron a los 28 dias después de la inoculacién o cuando los
animales sufrieron caquexia o dificultad respiratoria. Después de la evaluacion macroscopica,
los pulmones con los tumores primarios y los ganglios linfaticos braquiales y axilares fueron
fijados en formaldehido 4% o solucion de Bouin (75% de solucion acuosa saturada al 2% de
acido picrico, 20% de formalina al 40% y 5% de &cido acético glacial), fueron incluidos en

parafina y analizados mediante inmunohistoquimica.
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7.3. Andlisis de la afectacion pulmonar mediante micro-tomografia axial computarizada

El sistema de tomografia axial computarizada MicroCAT Il (Siemens, Munich,
Alemania) fue operado por Joaquin Mateo Urdiales del departamento de Imagen del CIMA.
En lineas generales, los ratones fueron anestesiados con 75 mg/Kg de ketamina y 10 mg/Kg
de xilacina. A continuacion los ratones fueron intubados endotraquealmente utilizando un
catéter endovenoso de 22 GA x 25 mm de longitud. El ritmo ventilatorio de los animales se
control¢ artificialmente durante el escaneado para facilitar la visualizacion correcta de los
pulmones. Al finalizar la obtencion de las radiografias, los ratones se mantuvieron conectados
5 min con ventilacion a ritmo normal, bajo una lampara de infrarrojos para subir la
temperatura corporal y se les administraron algunas gotas de suero fisioldgico para
hidratarlos. Por altimo, se desconectaron los animales y se esperd a que se recuperaran,
manteniendo su cabeza recta y la lengua hacia fuera para abrir las vias respiratorias y permitir

que empezaran a respirar de forma regular y profunda.

7.4. Analisis histolégico

Se analizaron mediante inmunohistoquimica los cortes de 3 um de tejido de los
pulmones, tumores y ganglios de los ratones sacrificados. Tras desparafinar las muestras a
60° C, se realizé la hidratacion de los tejidos pasando primero por alcoholes de graduacion
decreciente hasta finalmente sumergir las muestras en agua. Una vez hidratados, se incubaron
los tejidos con agua oxigenada al 3% durante 10 min para eliminar la peroxidasa endégena y
se sometieron al pretratamiento con calentamiento en microondas en tampon de citrato (2,1

g/L, pH 6) para favorecer la union del anticuerpo.

Posteriormente, tras el lavado con TBS, se realizd el bloqueo de las uniones
inespecificas con suero de cabra al 5% diluido 1:20 en TBS durante 30 min en camara
himeda y a temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron las muestras 16 h a 4° C con
el anticuerpo primario frente a GFP, a una concentracion 1:1000 (Abcam, Cambridge,
Inglaterra). Tras este tiempo, se incubaron las muestras con el polimero Envision (Dako,
Glostrup, Dinamarca) durante 30 min a temperatura ambiente. Después de varios lavados con
TBS, se llevo a cabo el revelado con diaminobencidina (DAB), y fueron posteriormente

contrastados con hematoxilina de Harris. Tras deshidratar las muestras mediante inmersién en
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soluciones de alcohol de graduaciones crecientes, se montaron las preparaciones en medio de
montaje DPX (BDH Chemical, Poole, Inglaterra). Como controles negativos se realizaron
incubaciones con un control de isotipo o se omitié el anticuerpo primario. Para la
cuantificacion del marcaje se analizé el porcentaje de células positivas (0-100%), segun

descrito (Irigoyen et al, 2010).

7.5. Andlisis del crecimiento del tumor primario en los pulmones de los ratones

La cuantificacién del crecimiento de los tumores pulmonares, se realizd mediante el
calculo del tamafio de area del tumor. Para ello, primero se obtuvieron imagenes panoramicas
de los cortes histologicos con un aumento de 4x utilizando un microscopio automatizado
Zeiss Axio Imager M1 (Carl Zeiss, AG, Oberkochen, Alemania) y el programa de imagen
Zeiss Axio Vision version 4.7 (Carl Zeiss, AG, Oberkochen, Alemania). A partir de estas
iméagenes, se realizaron mediciones morfométricas de las areas tumorales con el programa de
imagenes Fiji (ImageJ, NIH, Bethesda, MD, EE.UU.), con una aplicacion creada para tal
efecto por la Unidad de Imagen del CIMA, que transformaba las mediciones obtenidas en

pixeles, a micras.

8. Andlisis por microscopia de fluorescencia

8.1. Microscopia de fluorescencia

Para los ensayos de microscopia de fluorescencia, se sembraron 6 x 10* células de
carcinoma pulmonar por pocillo en medio RPMI completo, en camaras de 8 pocillos (BD
Biosciences, San José, CA, EE.UU.) tratadas previamente durante 1 h a temperatura ambiente
con 50 pg/ml de colageno tipo | (BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.). Al dia siguiente,
se lavaron las células con TBS y se fijaron en paraformaldehido al 2% durante 10 min a
temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron en TBS 3 veces y se procedié al bloqueo con
suero de cabra durante 30 min a temperatura ambiente en camara himeda. Posteriormente, se
afiadieron los anticuerpos primarios y secundarios segun se ha descrito en la tabla M.6, y se
incubaron cada uno durante 1 h, a temperatura ambiente. En algunos experimentos se afiadio

Hoechst (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) a una concentracion de 50 ng/ul durante un
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minuto para marcar los ndcleos, antes de montar las preparaciones con el medio de montaje
(Gel/Mount, Biomeda, CA, EE.UU.). En otros casos, se utilizé un medio de montaje que
contiene DAPI Il (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) para marcar los nucleos.

Los filamentos de actina del citoesqueleto celular se detectaran mediante tincion con
la micotoxina faloidina conjugada con FITC o TRITC a una concentracion de 20 pg/ml,
durante 1 h a temperatura ambiente. Las preparaciones se observaron en un microscopio de
fluorescencia automatizado Zeiss Axioplan 2ie y fueron analizadas con el programa de

analisis de imagen Axiolmager Z.1 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania).

8.2. Microscopia laser de barrido confocal

Se utilizé un microscopio laser de barrido confocal LSM 510 META (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Alemania) y los programas de analisis de imagen Zeiss LSM Image
Browser (Carl Zeiss AG, AG, Oberkochen, Alemania) y Volocity 3D Image Analysis
Software (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.UU.). En estos casos se utilizaron portas de 8
pocillos de IBIDI (Munich, Alemania) que fueron a su vez cubiertos con diferentes proteinas
de la matriz extracelular para facilitar la adhesion de las células endoteliales (tabla M.7). Una
vez preparados los pocillos, se sembraron 5 x 10* células de endotelio linfatico en un
volumen de 200 pl.

Tabla M.6. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia.

Proteina  Anticuerpo primario Huésped Casa_ Anticuerpo secundario
comercial

avp3 Anti-Integrina aVp3, Raton Chemicon Alexa Fluor® 488 (Invitrogen,
clon LM609. Dilucién (California, Barcelona, Espafia) goat anti-mouse
1:100 EE.UU.) 1gG. Dilucién 1:200

B3 Anti-Integrina beta3A Conejo Chemicon Alexa  Fluor® 594  (Invitrogen,
(CD61) clon EP2417Y (California, Barcelona, Espafia) goat anti-rabbit 1gG.
Dilucién 1:100 EE.UU.) Dilucién 1:200

CD31 Anti-PECAM-1 (CD31) Ratén Sigma Aldrich Alexa  Fluor® 488  (Invitrogen,
humano, clon WM-59 (Steinheim, Barcelona, Espafia) goat anti-mouse
Dilucién 1:100 Alemania). 1gG. Dilucién 1:200
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Después de 24 h, se sembraron 10* células H157 previamente marcadas con lectina
fluorescente WGA Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, Barcelona, Espafia) a una dilucion 1:500
en medio EBM-2. A continuacion se realizaron las incubaciones con los anticuerpos para

inmunofluorescencia ya descritos en el apartado anterior.

8.3. Microscopia confocal a tiempo real

Se utilizd el microscopio Ultraview ERS, (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.)
para cuantificar el tiempo de adhesion, el movimiento, la distancia recorrida y la velocidad de
las células H157 sobre monocapas del endotelio linfatico. Para ello, se sembraron 4 x 10*
células endoteliales en placas para microscopia (MatTek Corporation, MA, EE.UU.)
previamente colagenizadas. Una vez formada la monocapa de endotelio se marcaron las
celulas del endotelio 20 min a 37° C con lectina fluorescente WGA-Alexa Fluor® 647
(Invitrogen, Barcelona, Espafia). A continuacion, se lavé la monocapa con medio EBM-2 y se
afiadieron 2 x 10* células H157 GFP. Se capturaron imagenes fotografiando 15 planos en el
eje z separados 1 um cada uno de ellos, cada 2 min durante dos horas. Para el analisis de las
imagenes obtenidas se utilizaron los programas Ultraview ERS software (PerkinElmer,
Waltham, MA, EE.UU.) y el programa Fiji (ImajeJ, Bethesda, EE.UU.).

9. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos cuantitativos se efectud utilizando el programa SPSS
17.0 para Windows (Chicago, IL, EE.UU.). Una vez reunidos los datos de varios
experimentos, los tests de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks indicaron si los datos
presentaban o no una distribuciéon normal. En caso de normalidad, los resultados se
compararon con el test de t de Student para dos muestras independientes 0 ANOVA de un
factor, seguido de pruebas post-hoc. En el caso de valores no paramétricos se utilizaron las
pruebas estadisticas de U-Mann-Whitney. Los porcentajes de supervivencia de los ratones
fueron representados utilizando curvas de Kaplan-Meier y las diferencias significativas entre
los grupos respecto al grupo control fueron testadas utilizando el test de Log-rank. Los
resultados fueron considerados significativos cuando la probabilidad fue menor de 0,05

(p<0,05*) y muy significativos cuando fue menor de 0,01 (p<0,01**).
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PARTE 1- Estudio in vitro de las alteraciones en la capacidad de adhesion y migracion

de células de NSCLC humano tratadas con TGFp
1.1. Activacion de la via de sefializacion del TGFp en células de NSCLC

En primer lugar, analizamos mediante técnicas de Western Blot y de PCR semi-
cuantitativa la expresion basal de TGFB1, 2, 3 y del receptor tipo II (TBRII) en células de
carcinoma de pulmon no microcitico. Como se puede observar en la Fig. R1A, los mMRNA
correspondientes a las isoformas TGFB1 y TGFB2, se expresan en todas las lineas celulares
estudiadas, en cambio, el TGFB3 no se expresa en las células A549 y presenta bajos niveles
de expresion en las lineas celulares H1264 y H1299. En cuanto a la expresion de mRNA del
receptor tipo Il, se pudo detectar mediante western blot la expresion en las lineas celulares

Ab49, H157 y H1299, en niveles decrecientes de expresion.
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Figura R1: Caracterizacion de la respuesta a TGFp de células de NSCLC mediante RT-PCR y Western Blot.
(A) Andlisis de la expresion del mRNA que codifica para TGFB1, B2, B3 y del receptor TBRII. (B) Induccion de
la fosforilacion de Smad 2/3 en las lineas celulares de NSCLC A549, H157 y H1299 tras la exposicion a TGFf1
durante 30 min, en presencia o ausencia de los péptidos inhibidores de TGFB1 p17 y p144 a una concentracion
de 20 6 200 ng/ml. (C) Inhibicion de la fosforilacion en células H157 con el inhibidor quimico de TBRI, (SB

431542) a una concentracién de 10 uM.
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Una vez determinada la expresion basal de las isoformas de TGFp y del receptor tipo
Il quisimos estudiar la activacion de la via de sefializacion clasica de esta citoquina tras el
tratamiento con TGFp de células de carcinoma de pulmon (Fig. R1B). Después de incubar las
celulas durante 30 min con la citoquina, estudiamos mediante Western Blot la fosforilacion
de la proteina Smad 2, lo cual indica la activacion de la via de sefializacion candnica del
TGFp. Para confirmar la especificidad del tratamiento se utilizaron los péptidos inhibidores

de TGFpB p17 y p144 (Digna Biotech, Madrid, Espafia)(Dotor et al, 2007).

1.2. Ensayos funcionales

1.2.1. Efecto del tratamiento con TGFP en la proliferacion v resistencia a la apoptosis

Quisimos comprobar si el tratamiento con TGFp afectaba a la supervivencia y
proliferacion de las células de carcinoma pulmonar. Para ello, realizamos ensayos de
incorporacion del colorante vital rojo neutro y de deteccion de protedlisis de caspasa 7, en
celulas H157 tratadas durante 48 h con concentraciones crecientes de TGFB. Como se
observa en la figura R2, no observamos cambios significativos en ninguno de los parametros
analizados al compararlo con las células no tratadas, pero si una leve tendencia a la resistencia

a apoptosis, que no llegdé a ser significativa.
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Figura R2: Analisis de la induccién de apoptosis y viabilidad de células H157 tratadas 48 h con distintas
concentraciones de TGFp. (A) ensayo de deteccion de actividad caspasa 7 medido en unidades arbitrarias de
luminiscencia y (B) ensayo de viabilidad mediante incorporacién de rojo neutro. Para el analisis estadistico se
utilizé la prueba t de Student.

64



Resultados

Para estudiar posibles cambios en la tasa de proliferacion de células de NSCLC
tratadas con TGFp, utilizamos el ensayo comercial MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il0)-2,5- difeniltetrazol). Como se puede observar en la Fig. R3, el TGFp retrasd la
proliferacion de la linea de adenocarcinoma pulmonar A549 de forma muy significativa
(p<0,001). Sin embargo, en las células de carcinoma escamoso pulmonar H157 y en el

carcinoma de células grandes H1299 no se observaron cambios.
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Figura R3: Analisis de los efectos del tratamiento con TGFp durante 48 h en la proliferacion celular de las
lineas de adenocarcinoma pulmonar A549, H157 y H1299. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba U de
Mann-Whitney (** p<0,001).

1.2.2. Cambios en el citoesqueleto de células de NSCLC tras el tratamiento con TGFp

Como se ha comentado en la introduccion, el factor TGF desencadena la TEM en
células transformadas. Para observar si éste era el caso en nuestras células, observamos su
morfologia al microscopio optico y realizamos tinciones para describir la disposicion del
citoesqueleto de actina. Al tratar las células de NSCLC con TGFp (2 ng/ml) durante 24 h,
observamos que las células adoptan una morfologia mas alargada que las células control. La
tincion de la proteina F-actina con faloidina-FITC revelé una mayor alineacion y grosor de
las fibras de actina de las celulas tratadas respecto al grupo control. Esto indica que el TGFp

es capaz de inducir una reorganizacion del citoesqueleto. (Fig. R4).
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Control

A549

H157

H1299

Figura R4: Fotografias de microscopia dptica (10x) y deteccién de F-actina (faloidina-FITC) (60x). En azul se
muestran los ndcleos tefiidos con el marcador Hoechst.

1.2.3. Ensayos de resistencia a guimioterapicos mediada por TGFf

Realizamos una serie de experimentos para estudiar si el TGFB confiere resistencia
frente a agentes quimioterapicos y los resultados se recogen en la figura R5. Para ello
tratamos a las células con Paclitaxel (Taxol), Cisplatino, Etop6sido y Gemcitabina a las
concentraciones equivalentes a la IC50 correspondiente para cada linea celular. Taxol: 0,1
MM en la linea A549 y 1 uM en H157 y H1299 respectivamente; cisplatino: 15 uM en las
células A549, 50 uM en H157 y 40 uM en H1299; Etoposido: 5 uM en las células A549, 40
UM en H157 y 10 uM en H1299; y finalmente, para la Gemcitabina, se utiliz6 la misma
concentracion (12,5 uM) en las tres lineas celulares. No se pudo observar un efecto de TGF

en la respuesta a quimioterapia.
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Figura R5: Ensayos de viabilidad mediante rojo neutro en células tratadas con TGF durante 24 h y expuestas
durante 24 h adicionales a Paclitaxel (Taxol), Cisplatino, Etoposido, y Gemcitabina. Para el andlisis estadistico
se utilizé la prueba t de Student.

1.2.4. Efectos del TGFB en la adhesion de células de carcinoma de pulmodn a distintas

matrices

Con objeto de estudiar si el tratamiento con TGFf modifica la adhesion de las
células de NSCLC a proteinas de la matriz extracelular (MEC), realizamos ensayos de
adhesion a placas de cultivo recubiertas con proteinas de matriz extracelular: colageno 1 (50
pg/ml), colageno IV (50 pg/ml), fibronectina (10 pg/ml) y vitronectina (1 pg/ml). Como se
puede observar, las tres lineas celulares analizadas incrementaron la adhesion a vitronectina,
ligando de integrina 33, tras el tratamiento con TGFp (Fig. R6). Los aumentos en la adhesion

fueron discretos para el resto de las proteinas analizadas.
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Figura R6: Efecto del TGFp en la adhesion a proteinas de la matriz extracelular. Para el analisis estadistico se
utilizo la prueba U de Mann-Whitney (*p<0,05).

1.2.5. Influencia del TGFB en la migracion de células NSCLC

Para estudiar si el tratamiento con TGFf} ademas de alterar la adhesion podria alterar
la capacidad migratoria de células de NSCLC, realizamos ensayos de migracién hacia suero
en camaras Boyden recubiertas de vitronectina (1 pg/ml) o fibronectina (10 pg/ml). Como se
puede observar en la figura R7, hubo un aumento muy significativo en la migracion de las
tres lineas celulares de carcinoma de pulmon testadas: A549, H157, H1299 tras haber sido

tratadas con TGFf durante 24 h y a una concentracion de 2 ng/ml.

68



Resultados

A
_ Migracidn en fibronectina
°
€ 4 Control |
9 3 %k * %k * 3k
©
22
(7]
a1
@ TGFB
g0 (2ng/ml)
g A549 A549 H157 H157 H1299 H1299
Ctr TGFp Ctr TGFp Ctr  TGFp
B
Migracidn en vitronectina
©
£ Control
s 4 * %
° 3
]
e %k %k s %
o 2
[}
1
g 0 TGFR .
;.1 A549 A549 H157 H157 H1299 H1299 (2ng/mi)

Ctr TGFB Ctr  TGFp Ctr TGFp

Figura R7: Migracion de NSCLC a través de membranas recubiertas con las proteinas de la matriz extracelular
fibronectina (A) y vitronectina (B). La cuantificacion de las células migratorias se realizd tras la tincion de las
membranas con una solucion de cristal violeta 0,5%. En las graficas se representa el aumento de la migracion de
las células tratadas respecto a las no tratadas. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney
(** p<0,01).

1.2.6. Actividad metaloproteasa inducida por TGFf3

Con objeto de evaluar si, como ocurre en otros tejidos, el tratamiento con TGFf
aumenta la secrecion de MMPs y por lo tanto la capacidad de degradar proteinas de la matriz
extracelular, se realizaron zimografias en geles de gelatina cargadas con sobrenadantes de
medios de cultivo de células de carcinoma pulmonar que habian sido tratadas o no con TGFf
durante 24 h, en presencia 0 no del inhibidor de la via de TGF3 SB431542. Como se muestra
en la figura R8A, se observaron bandas de degradacién de gelatina en zonas correspondientes
al tamafio de la MMP2 (72kD) para las células H157 y MMP9 (92kD) en el caso de las
células A549 y H1299, siendo mas intensas en aquellas muestras procedentes de células
tratadas con TGF.

Por otro lado, para confirmar la actividad gelatinasa de células H157 se utiliz6 una
gelatina marcada con FITC que emite fluorescencia a medida que se degrada. Tal y como
sucedio en la zimografia en gel, observamos una mayor actividad gelatinasa en los medios

obtenidos de células tratadas con TGFp (Figura R8B).
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Figura R8: (A) Zimografia en gel de gelatina de la actividad proteolitica de sobrenadantes de células tratadas o
no con TGF. (B) Cuantificacion de la fluorescencia derivada de la degradacion de gelatina fluorescente. Para el
analisis estadistico se utilizé la prueba t de Student (** p=0,001).

1.2.7. Ensayo de formacidn de colonias independiente de anclaje

Una caracteristica de las células tumorales es su capacidad de sobrevivir y
multiplicarse independientemente de su adhesion al sustrato. Este aspecto favorece que las
células tumorales se desprendan del tumor y colonicen otras partes del organismo.
Realizamos ensayos para determinar si las células de carcinoma pulmonar expuestas a TGFf
incrementaban la capacidad de crecer sobre agar. Como se puede observar en la figura R9, el
tratamiento con TGFB aumentaba de manera muy significativa y especifica la capacidad de
crecer en ausencia de anclaje, ya que se blogueaba si los experimentos se realizaban en
presencia del inhibidor de TGFp.
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Figura R9: Comparacion entre el nimero de colonias formadas independiente de sustrato de células H157 sin
tratar y tratadas con TGFf en ausencia o presencia del inhibidor SB 431542. Para el analisis estadistico se utilizd
la prueba t de Student (** p<0,001).
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1.3. Estudio de los cambios en la expresion de integrinas y en la adhesion a monocapas

de endotelio linfatico tras el tratamiento con TGFf

1.3.1. Analisis de la expresion de diferentes integrinas en la superficie de las células
de NSCLC tratadas con TGFf

En primer lugar decidimos analizar, mediante citometria de flujo la expresion de
receptores de proteinas de la matriz de la familia de las integrinas, en la superficie de céelulas
de carcinoma pulmonar, expuestas o no a TGFp durante 24 h a una concentracion de 2 ng/ml.
En total se analizaron la expresion de 9 integrinas: al, a4, av, B1, B2, B3, a5B1, avp3 y avps.
En la figura R10 se presentan los histogramas de expresién de aquellas integrinas que

sufrieron modificaciones en sus niveles de expresion, tras el tratamiento con TGFp.
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Figura R10: Analisis mediante citometria de flujo de la expresion de integrinas en la superficie celular de
NSCLC tratadas durante 24 h con TGFf a una concentracién de 2 ng/ml.
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Como se puede observar en la tabla R1, las células H157 experimentaron
incrementos significativos, de mas de 1,5 veces sobre las células control, en la expresion de
las integrinas av, B1, B3, avB3 y avp5, que median la union tanto a fibronectina como a
vitronectina tras el tratamiento con TGFp. Estas mismas integrinas también incrementaron
sus niveles de expresion tras el tratamiento de células de carcinoma de células grandes de
pulmén H1299 con TGFEP.

Tabla R1: Porcentaje de expresion de integrinas en células tratadas con 2 ng/ml de TGFp durante 24 h respecto
a células control. Los datos representan la media de tres experimentos realizados de modo independiente.

av (%) B1 (%) B3 (%) a5p1 (%) avp3 (%) avp5 (%)
A549 - 15 - 61 - -
H157 80 48 57 - 44 89
H1299 72 68 175 60 60 102

Una vez comprobado que el tratamiento con TGFP provoca cambios en la
adhesion de células de NSCLC, decidimos continuar nuestros estudios utilizando como
modelo la linea de carcinoma escamoso de pulmén H157. Elegimos esta linea porque
expresaba la citoquina TGFB1 y también su receptor, respondia muy bien a los péptidos
inhibidores desarrollados en nuestra institucion y expresaba incrementos notables en la

expresion de la integrina B3 tras el tratamiento con TGFp.

1.3.2. Activacion de vias de sefalizacién inducidas por integrinas implicadas en

adhesion y migracién

Una de las vias de sefializacion inducidas por las integrinas es la fosforilacion de la
quinasa de adhesiones focales (FAK). Esta via se activa frecuentemente con objeto de inducir
modificaciones en el citoesqueleto como respuesta a la desestructuracion de las adhesiones
focales. En nuestro caso quisimos detectar si tras el tratamiento con TGFf se producia dicha
fosforilacion. Como se observa en la figura R11A, pudimos detectar un incremento de la
forma fosforilada de FAK en extractos citoplasmaticos obtenidos a partir de células H157
tratadas con TGFp, que no se observaba en presencia del inhibidor especifico de FAK, PF-
573228.
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En la cascada de sefalizacion de FAK, también se ha descrito la formacion de un
complejo de esta proteina con Src, otra tirosina quinasa citoplasmatica. Este complejo
FAK/Src activa otras enzimas como MAPK, PI3K, Grb2 y p130® que son responsables de
transmitir la sefial de activacion a través de distintas vias de sefializacién que regulan la
proliferacion celular, proteccion frente a la apoptosis, adhesion, migracion e invasion. Las
células H157 tratadas con TGFp presentaron una concentracion mas elevada tanto de la

proteina Src fosforilada como Src total (Fig. R11B).
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Figura R11: Vias de sefializacion inducidas por integrinas. (A) Deteccion mediante Western Blot de la
expresion de la proteina quinasa FAK y su forma fosforilada (P-FAK) en células H157 tras el tratamiento con
TGEFB. La presencia del inhibidor de P-FAK PF-573228 impide su formacion. (B) Deteccion mediante Western
blot y densitometria de las bandas de expresion de la proteina Src y su forma fosforilada (P-Src) en células
tratadas con TGFp. Para el andlisis estadistico se utiliz6 la prueba t de Student (* p=0,023 y # p=0,014)

1.3.3. Efecto del TGFB en la adhesion v transmigracion de células H157 a través del

endotelio linfatico

Los vasos linfaticos constituyen una ruta de salida de las células tumorales hacia los
ganglios linfaticos. Estos vasos producen citoquinas quimiotacticas que pueden atraer hacia si

tanto a las células tumorales como a células del sistema inmune. Como habiamos observado
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que el tratamiento con TGFf inducia cambios en la migracion y en la adhesion de las células
de NSCLC y en la expresion de integrinas, decidimos estudiar si también se veia modificada
su capacidad de adhesion y migracion a traves de monocapas de células primarias de
endotelio linfatico humano (LEC). Realizamos experimentos utilizando células H157 que
habian sido pretratadas o no con TGFp. Observamos un incremento notable en la adhesion de
las células tumorales a estas monocapas cuando las células habian sido tratadas con TGF}.
Los niveles de adhesion revertian a los niveles basales si las células se incubaban con el
agente inhibidor de TGFB SB431542 o con el inhibidor de la fosforilacion de la proteina FAK
PF 573228 (Fig. R12A). A continuacion, repetimos el experimento, pero esta vez sembrando
las monocapas de LEC sobre membranas tipo Boyden para permitir la transmigracion de las
células tumorales hacia suero. Como se muestra en la figura R12B, las células tratadas con
TGFp incrementaron notablemente su capacidad migratoria a través de monocapas de

endotelio linfatico pulmonar.
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Figura R12: Anélisis de la adhesion (A) y de la transmigracion (B) de las células H157 tratadas o no con TGFp
a través de monocapas de células primarias de endotelio linfatico pulmonar. Los experimentos se realizaron en
presencia/ausencia de inhibidores de TGF y de FAK. Los datos representan la media de tres experimentos. Para
el andlisis estadistico se utilizo la prueba t de Student (** p<0,001).
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1.4. Expresion de receptores de quimiocinas y quimiotaxis de células tumorales H157

hacia células de endotelio linfatico

Las células tumorales pueden utilizar los mismos mecanismos moleculares que los
leucocitos para unirse y atravesar las paredes endoteliales. En este proceso, ademas de las
integrinas, los receptores de quimiocinas como por ejemplo CXCR4, CCR7 y CCR5
desarrollan una funcién importante. Asi, en primer lugar determinamos si el tratamiento de
las células H157con TGFp provoca una mayor migracion tanto hacia suero como hacia las
citoquinas quimiotdcticas CXCL12, CCL21 y MIPla ligandos de los receptores
anteriormente citados (Fig.13A).
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Figura R13: (A) Ensayos de quimiotaxis de células H157 a través de monocapas de LECS hacia las
quimiocinas CCL21, Mipla, Rantes y CXCL12. (B) Expresion de los receptores de las citoquinas analizada
mediante citometria de flujo. Para el analisis estadistico se utilizd la prueba U-Mann-Whitney (** p<0,001).

Como basalmente las células de endotelio linfatico producen factores

quimioatrayentes, se analizd mediante ELISA, si el tratamiento con TGFf aumentaba la
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expresion de MIPla en sobrenadantes celulares. No detectamos ningin cambio en su

expresion (no se muestran los datos).

Por otro lado, determinamos si el tratamiento con TGFp incrementaba la expresion
de los receptores de citoquinas en las células tumorales mediante citometria de flujo. Se
observé un incremento discreto en los niveles de expresion del receptor CXCR4 y mas
notable de CCR5 (Fig.13B) en las células tratadas con TGFP. De nuevo, estos efectos eran
especificos del tratamiento con TGF porque tanto la migracion hacia gradientes de MIP1a
como la expresion de su receptor, CCR5, se redujo a niveles basales al pre-incubar las células
con el inhibidor quimico de TGFf, SB431542.

1.5. Estudio transcriptémico restringido a la expresion de moléculas de adhesion y de
proteinas de la matriz extracelular por células H157 tratadas con TGFp

Los resultados precedentes muestran mediante analisis funcionales cémo la
exposicion a TGFPB provoca un cambio fenotipico en células de carcinoma pulmonar hacia
fenotipos més pro-metastasicos. Con objeto de completar la caracterizacion molecular de esta
respuesta al tratamiento con TGFp, se hibrido el array de expresion “SABiosciences RT?
Profiler™ PCR Array”. Este array detecta especificamente la expresion de 94 genes entre los
que se encuentran moléculas de adhesiobn como por ejemplo, integrinas; proteasas como
MMPs y TIMPs; y componentes de la matriz extracelular como colégenos, laminina y
fibronectina. Utilizamos para hibridar este array muestras de mRNA obtenidas a partir de
células de carcinoma escamoso pulmonar humano tratadas o no con TGFf a dosis 2 ng/ml
durante 24 h, y en presencia 0 no del inhibidor quimico del receptor tipo I de TGFp, SB
431542. En las células H157 tratadas con TGFp se observaron grandes cambios en la
expresion de varios genes que codifican para proteinas de la matriz extracelular como los
colagenos tipo I, VIl y X1V, la fibronectina y laminina. También observamos aumento en la
produccion de MMPs, ADAMTS, TIMP y del CTGF entre otros. Ademas, pudimos
confirmar en este sistema los incrementos observados mediante citometria en la expresion de

varias integrinas como la integrinas a2, av, B1, B3 (Fig. R14).
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Figura R14: Variaciones en la expresion de genes relacionados con la adhesion y la matriz extracelular en
NSCLC H157 tratadas o no con TGFp y con inhibidor de TBRI (SB 431542). Datos obtenidos a partir del uso
del “PCR Array-SABiosciences RT? Profiler™”. (A) Diagrama de expresion por color; verde: minima
expresion; negro: expresion intermedia; y rojo: maxima expresion. (B) Genes sobreexpresados tras el
tratamiento con TGFp.

Para validar los resultados obtenidos, se seleccionaron un total de 18 genes, que
presentaban cambios de al menos dos veces en la expresion de células tratadas con TGFp
respecto a las células control, y se determinaron las variaciones en la expresion de su mRNA
mediante PCR de tiempo real en otros tres experimentos realizados de modo independiente y
utilizando cebadores comerciales. Los genes validados fueron: ADAMTSL1, CTGF, FN1,
ITGB3, ITGB5, LAMB1, MMP2, MMP3, MMP10, MMP11, MMP14, SPARC, TGFBI,
THBS1, THBS2, TIMP2, TNC y VCAN (Fig. R15). Estos 18 genes validados codifican para
proteinas de la matriz extracelular, como colagenos y fibronectina, moléculas de adhesion
como tenascina C, CTGF, E-selectina, que alteran las uniones célula-matriz y célula-célula.

Por otra parte se confirmo la induccion de la expresion de algunas metaloproteasas.
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Figura R15: Validacion por PCR a tiempo real de las variaciones en la expresion de genes relacionados con la
adhesién, tras el tratamiento de las células H157 con TGFp.

PARTE 2- Intervencion de la integrina B3 en las alteraciones en la motilidad y

adhesividad de células de NSCLC tratadas con TGFp

2.1. Uso de anticuerpos bloqueantes frente a integrina en experimentos de

transmigracion de células H157

Realizamos ensayos de blogueo de la transmigracion utilizando anticuerpos
monoclonales especificos frente a las integrinas avp3 y avB5 en células tratadas o no con
TGFp. Observamos, en tres experimentos independientes, una reduccion en el nimero de
células tratadas con TGFP que atraviesan la monocapa de endotelio linfatico si los

experimentos se realizan en presencia de dichos anticuerpos. (Fig. R16).
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Figura R16: Las células expuestas a TGFp revierten su migracion a los niveles encontrados en las células no
tratadas, si los experimentos se realizan en presencia de un inhibidor de la sefializacion a partir del receptor tipo
I de TGFpB, SB 431542, o en presencia de anticuerpos bloqueantes frente a las integrinas B3 y avp5. Para el
analisis estadistico se utilizo la prueba Kruskal-Wallis (**p=0,001).

2.2. Silenciamiento en células H157 de la expresion de la integrina g3

Detectamos mediante inmunofluorescencia la expresion basal e inducida por TGFf
de esta integrina en las células de carcinoma escamoso de pulmoén (Fig. R17A) y observamos
que la expresion de avp3, aumenta en funcion del tiempo de exposicion a TGFp, como refleja

la figura R17B.
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Figura R17: (A) Deteccion mediante inmunofluorescencia de la expresion de la integrina avP3 en las células
H157 tratadas o no con TGFB 2 ng/ml durante 24 h. (B) Determinacion mediante citometria de flujo de la
expresion de la integrina avp3 tras tratamientos de uno y cinco dias con TGF (2 ng/ml).
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Nuestro siguiente paso fue analizar el comportamiento de estas células tras silenciar
la expresion de esta integrina. Para ello, establecimos clones de células H157-GFP
transfectadas de modo estable con plasmidos que expresan varios ShRNA especificos para la
integrina 3, como queda demostrado en la figura R18.

Ademas de comprobar las disminuciones en los niveles de esta proteina en la
superficie celular, analizamos la expresion y fosforilacion de la proteina FAK en las células
deficientes de la integrina 3, tratadas o no con TGFp: siempre los valores obtenidos fueron
menores que los de las células en las que se expresaba la integrina con normalidad (Fig.
R18B). Esto indica, que aunque diversas integrinas sefialicen a través de la via de FAK en
células H157, la integrina B3 desarrolla una funcién importante en la activacion de esta via de

sefializacion tras el tratamiento con TGEp.
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Figura R18: Silenciamiento en células H157 de la expresidn de la integrina B3 mediante transfeccion estable
con un shRNA especifico. (A) Determinacion de la expresion de la integrina B3 mediante inmunofluorescencia
(aumento 60x). (B) Expresion del mMRNA de la integrina 3. (C) Determinacién mediante citometria de flujo de
la expresion de la integrina B3 en la superficie de las células tumorales. (D) Determinacion mediante WB de los
niveles de proteina FAK y FAK fosforilada. En todos los casos se analizaron células no transfectadas, células
transfectadas con un plasmido que expresa un shRNA inespecifico (scramble) o especifico frente a la integrina

B3.
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2.3. Estudio dinamico de la migracion y transmigracion de células de NSCLC

pretratadas con TGFp. Relevancia de la expresion de la integrina 3

En primer lugar, realizamos un estudio en el que comparamos el tiempo de adhesion
a monocapas de endotelio linfatico de células H157 tratadas o no con TGFp y en las que se
habia silenciado la expresion de la integrina B3. Como queda representado en la figura R19, el
tratamiento con TGFp incrementd, en todos los periodos de tiempo analizados, el nimero de

células adheridas a la monocapa de endotelio.
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Figura R19: (A) Cinética de adhesidn de las células de carcinoma escamoso de pulmén H157 a monocapas de
endotelio linfatico. Las células H157 control y transfectadas con los vectores de expresion ShRNA 3 y shRNA
scramble, fueron tratadas o no con TGFf durante 24 h. Las células adheridas se fijaron y se contaron en un
microscopio invertido. Los datos representan la media de tres experimentos. (B) Microfotografia de un
experimento representativo (aumento 20x). Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba Anova con
comparaciones multiples post-hoc de Dunnett (**p<0,001).

Ademas, observamos que la adhesion disminuy6 un 50% en aquellas células en las
que se habia silenciado la expresion de la integrina B3, con respecto a células que habian sido

transfectadas con el ShRNA inespecifico e invertian aproximadamente seis veces mas tiempo
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en adherirse al endotelio. Como era de esperar, esta misma proporcion se mantenia al tratar

las células con TGFp.

A continuacion, se analizé usando video-microscopia confocal la dindmica de la
adhesion de las distintas poblaciones celulares a las monocapas de endotelio linfatico. Los
videos obtenidos se adjuntan como material suplementario (DVD y Anexos pag. 166) y se

resumen en la figura R20.
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Figura R20: Secuencia temporal de microfotografias del proceso de adhesion de las células H157-GFP, ShRNA
B3-GFP, ShRNA scramble-GFP a monocapas de endotelio linfatico (Aumento de 63x agua).

82



Resultados

Sobre las imagenes obtenidas realizamos medidas de: tiempo transcurrido hasta que
la célula tumoral entraba en contacto con el endotelio, porcentajes de celulas que se
expandian totalmente sobre el endotelio y el tiempo invertido en ello. También cuantificamos
el nimero de células que se desplazaron sobre el endotelio antes de adherirse a él mediante la

emision de pequefios pseudopodos o “blebs” y el tiempo que invierten en esta operacion (Fig.
R21).
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Figura R21: Comportamiento de las células tumorales al entrar en contacto con la monocapa de células
endoteliales. Se observaron caracteristicas como el porcentaje de células que se expanden totalmente sobre el
endotelio (A), que se desplazan sobre el endotelio (B) y que forman “blebs” (C). Se analizaron un minimo de 30
células por grupo.

El anélisis de las células identifica diferencias en el modo de adhesion de las células
tratadas con TGFP respecto a las células control. Las células tratadas emitian un nimero
mucho mayor de pseudopodos respecto a las células no tratadas (aproximadamente un 30%
mas) y ademas, el 80% de esas células se desplazaban al entrar en contacto con el endotelio,
hasta extenderse sobre la monocapa endotelial y adherirse. En cambio, el 60% de las células
control se mantenian cerca de la region del primer contacto con el endotelio. También se
observo que las células tratadas con TGFP formaban un 20% mas de “blebs”, que las células

sin tratar. Por lo tanto, estos resultados indican que el tratamiento con TGFP contribuye a que

83



Resultados

las células sean mucho mas dindmicas, muy probablemente a causa de una mayor expresion
de integrinas y a la alteracion de su sefializacion hacia el citoesqueleto, como es el caso de la
sefializacion mediada por integrina 3. De hecho, al analizar la adhesion de las células en las
que se habia silenciado la integrina p3 observamos que éstas practicamente no se desplazaron
sobre el endotelio (solamente el 5%) y mantuvieron una morfologia redondeada. Estos datos
revelan la importancia de las uniones mediadas por esta integrina tanto para el

desplazamiento sobre el endotelio como para la adhesion sobre él.

Para completar este analisis, también se cuantificaron la velocidad y la distancia
recorrida de un minimo de 10 células de cada poblacion celular (Fig. R22A y R22B). Se
observd que las células en las que se habia silenciado la integrina B3 se desplazaban sin

direccionalidad aparente sobre el endotelio antes de adherirse.

A Promedio de Distancia recorrida B Velocidad Media
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Figura R22: (A) Analisis de la distancia (mm) y (B) velocidad (mm/min) de las células H157-GFP, células
shRNA B3-GFP y células scramble-GFP, tratadas o no con TGFp. (C) Representacion gréafica de ejemplos de las
trayectorias celulares observada en cada grupo. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba Anova con
comparaciones multiples post-hoc de Dunnett (**p<0,001).
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Entre las células sin tratar, la velocidad y la distancia recorrida resultaron semejantes
en los tres grupos, aproximadamente 50 mm desde el punto de origen, considerado desde el
centro de la célula. En cambio, la velocidad media y el promedio de la distancia recorrida de
las células H157 TGFB y ShRNA scramble TGFf fueron aproximadamente el doble de la
recorrida por las células H157 control y shRNA B3-TGFB. La cuantificacion se realizod
utilizando el programa de imagen Fiji a partir de la secuencia de imagenes y en la figura
R22C, se ejemplifica la superposicion de los puntos que componen la trayectoria de una

célula de cada grupo.

A continuacién, realizamos ensayos de transmigracion a través del endotelio linfatico
utilizando células H157 con la integrina 33 silenciada con el shRNA B3 (Fig. R23). Como se
puede observar, la inhibicion en la expresion de esta integrina disminuye la transmigracion a
través del endotelio tanto de las células no tratadas como tratadas con TGFp, siendo en estas
altimas el efecto mucho mas significativo. Por lo tanto, los resultados indican que los
incrementos observados en transmigracion de las células H157 a través de monocapas de

LEC estan mediados, al menos en parte, por la participacion de la integrina 3.
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Figura R23: Determinacién de la transmigracién de células H157, células H157 transfectadas con el ShRNA B3
y células H157 transfectadas con el sShRNA de secuencia aleatoria (scramble), tratadas y no tratadas con TGFf a
través de monocapas de endotelio linfatico. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba U-Mann-Whitney
(**p<0,001)
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PARTE 3- Estudio morfoldgico de la union de células tumorales al endotelio linfatico

3.1. Estudio de la expresion de ligandos de integrina en células de endotelio linfatico
tratadas con TGFp

Con objeto de describir si existe un receptor especifico de integrina en el endotelio
linfatico cuya expresion se viera modificada por TGFp, cuantificamos mediante citometria de
flujo la expresion de los ligandos de integrinas VCAM (ligando de integrina a4f1), ICAM
(ligando de las integrinas aLf2, aMB2 y aXp2), y CD31 y LICAM como ligandos de la
integrina B3, en la superficie de células de endotelio linfatico tratadas con TGFp, TNFa
(como control positivo) y sobrenadantes concentrados procedentes de cultivos de células
H157 (Fig. R24) crecidas en presencia de TGFp durante cinco dias. Solamente el tratamiento
con TNFa produjo un aumento en la expresion de VCAM e ICAM. No se observo ninguna
variacion en los niveles de expresion de CD31 y LICAM. El tratamiento con TGFp no altero
los niveles de expresion en superficie de ninguna de las moléculas de adhesion analizadas.
Descartamos por tanto que el incremento en la transmigracion observado en los ensayos in
vitro se debiesen a un incremento en la expresién de los ligandos de integrinas en la
superficie de las células endoteliales, promovida por factores procedentes de las células

tumorales o del estroma (medio condicionado control o TGFp).
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Figura R24: Deteccion de la expresion de los receptores de integrinas CD31, LICAM, ICAM y VCAM en la
superficie de las células de endotelio linfatico mediante citometria de flujo, tras haber sido expuestas durante 24
h a los tratamientos indicados.
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3.2. Unién de células tumorales al endotelio linfatico. Posible participacion de la

integrina avp3.

El siguiente paso en nuestro estudio consistio en demostrar si los receptores de
integrina B3 expresados por el endotelio linfatico participaban en este proceso de
transmigracion o si esta integrina podria mediar la adhesion por otros mecanismos, por
ejemplo, uniéndose a proteinas de la matriz depositadas sobre la superficie endotelial. Para
clarificar este punto, repetimos los experimentos de transmigracion de células tumorales a
través de monocapas de células endoteliales linfaticas, pero esta vez en presencia de
anticuerpos bloqueantes de los receptores de integrinas CD31 y L1CAM. En el caso de la
molécula LLICAM se utilizaron individualmente dos anticuerpos diferentes: uno especifico
frente a la regién de las uniones homotipicas L1-L1 (L1 9.3) y otro frente a la region RGD,
que es la que permite la union de L1 a integrinas (L1 35.9). Los resultados recogidos en la
figura 29A, muestran que el bloqueo con cada uno de los dos anticuerpos frente a L1,
inhibieron aproximadamente el 50% de la transmigracion. Ademas, la incubacion simultanea
con los dos anticuerpos no resultd aditiva, indicando que las dos regiones del receptor L1 son
necesarias igualmente para la adhesion de células tumorales sin que ninguno de los dominios
del receptor ejerza un papel preponderante sobre el otro. No descartamos que existan uniones
homotipicas LLCAM-L1CAM entre las células tumorales y el endotelio. De hecho, las
células de carcinoma pulmonar expresan LICAM en su superficie (Fig. R25A). Por otra
parte, observamos un blogueo de un 40% cuando los experimentos se realizaron en presencia
de un anticuerpo blogueante de la molécula CD31 (PECAM-1). Por tanto esta molécula
también interviene en la transmigracion de células tumorales a través del endotelio linfatico.
Observamos que las células H157 también expresan esta proteina pero a niveles mucho

menores que en el endotelio (Fig. R25B).
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Figura R25. Expresion de las moléculas de adhesion L1CAM y CD31 en la superficie de células H157
mediante citometria de flujo, tras haber sido expuestas durante 5 dias al tratamiento con TGFp a 2 ng/ml.
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El bloqueo de las moléculas de adhesion LICAM y CD31 dio lugar a la misma
reduccion en los niveles de transmigracion a través de endotelio linfatico cuando los
experimentos se realizaron con células de carcinoma pulmonar H157 que habian sido
expuestas a TGFp, si bien que en estos casos la adhesion basal era mayor (Fig 26B). En este
caso se realizaron los experimentos con la mitad del nimero de células que en el grupo
control, porque el TGFB aumentaba mucho la migracion y la membrana de la camara Boyden
se saturaba. Se presentan los bloqueos en relacién a sus respectivos controles en cada

experimento.
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Figura R26. Blogueo de la transmigracion de las células H157 a través de monocapas de endotelio linfatico, en
experimentos realizados en presencia o en ausencia de anticuerpos monoclonales bloqueantes frente a los
ligandos de integrina LLCAM (L19.3 y L1 35.9) y CD31. Los experimentos se realizaron con 7x10* células
H157 control por pocillo (A) o 35x10° células H157 tratadas 5 dias con TGFp (B). Para el analisis estadistico se
utilizé la prueba Anova con comparaciones multiples post hoc de Dunnett (**p<0,001).

A continuacion, con objeto de determinar si realmente existia una relacion entre la
expresion del dominio RGD de la proteina LICAM vy la unién mediada por la integrina 3
expresada por las células tumorales, repetimos los ensayos anteriores utilizando células H157
en las que se habia silenciado de manera estable esta integrina. Observamos que s6lo se
bloqueo la adhesion de las células que no expresaban integrina 3 cuando los experimentos se
realizaron en presencia del anticuerpo bloqueante LICAM 9.3, especifico para los dominios 1
y 2, responsables de las uniones homotipicas L1-L1. En cambio, no se observd ningun
bloqueo cuando se pre-incubd el endotelio con el anticuerpo L1 35.9 o el anticuerpo
bloqueante frente a CD31 que impiden las uniones mediadas por integrina 3. Estos datos

demuestran que las células endoteliales unen células tumorales a través de las integrinas
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expresadas por éstas (Fig 27), aunque también unan células tumorales por otros mecanismos,

por ejemplo uniones homotipicas LLCAM-L1CAM.
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Figura R27. Ensayos de transmigracion a través de monocapas de endotelio linfatico de células de carcinoma
pulmonar H157 control (A) y en las que se habia silenciado la expresién de la integrina B3 (B) realizados en
presencia 0 en ausencia de anticuerpos bloqueantes de las moléculas de adhesién LICAM y CD31. Ensayo
realizado con 7x10* células H157 shRNA B3. Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba Anova con
comparaciones multiples post hoc de Dunnett (**p<0,001).

También analizamos, mediante microscopia confocal, si existia una posible co-
localizacion entre la integrina B3 y sus receptores LICAM y CD31 en la superficie de las
células de endotelio linfatico, pero no hemos podido obtener un resultado claro y a que
ademas estas moléculas se expresaban en ambos tipos celulares y no formaban estructuras de

adhesién significativas.

3.3 Ruta de transmigraciéon de células H157 a través de LECS

Se ha descrito que, al igual que sucede en el transito de leucocitos a través de
monocapas endoteliales, las células tumorales tienen dos mecanismos de transmigracion
endotelial: la transmigracion paracelular, a traves de las uniones inter-endoteliales ricas en
proteinas de adhesion como JAMs, occludina, claudinas, y la migracién transcelular, en la
que las células migran a través del citoplasma de las células endoteliales. Este proceso ocurre
preferentemente en la microvasculatura, donde se ha descrito la participacion de ICAM-1,

caveolina y de los filamentos intermedios de vimentina (Carman y Springer, 2004). Con
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objetivo de estudiar si la ruta de transmigracion de las células H157 se modificaba tras la
adicion de TGFp, se analizaron por microscopia confocal las adhesiones a endotelio linfatico
de células tumorales tratadas y sin tratar con TGFp. Los resultados estan descritos en la figura
R28. No se observan diferencias importantes en el modo de migracion transendotelial entre
las células control y las células tratadas con TGF[3, en ambos casos aproximadamente un 30%
de las celulas atravesaron el citoplasma de las células endoteliales (via transcelular) mientras

que el 70% restante lo hacia desplazadndose hasta las uniones célula-célula (via paracelular).
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Figura R28. Anélisis de las rutas de transmigracion a través del endotelio de células H157. (A) Deteccion
mediante inmunofluorescencia de la expresion de CD31 (verde) e integrina B3 (rojo), en las zonas de contacto
entre la células tumorales H157 (azul) y monocapas de endotelio linfatico. (B) Cuantificacion de los porcentajes
de células que atraviesan el endotelio mediante la ruta transcelular y paracelular.
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PARTE 4- Establecimiento de un modelo murino ortotopico de cancer de pulmén y
estudio de la aparicion de metastasis en ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son el primer lugar de establecimiento de metastasis en la
mayoria de los carcinomas solidos. Por esta razon, en este trabajo se quiso estudiar si el
tratamiento con TGFp alteraba la incidencia de metastasis ganglionares obtenidas a partir de
la implantacion de células de carcinoma pulmonar H157 en ratones inmunodeprimidos.

También se analiz6 la participacion de la integrina B3 en este proceso.

4.1. Inyeccion de células tumorales en las almohadillas de las patas traseras del raton

Inicialmente, se intentd establecer un modelo de raton muy sencillo de metastasis a
ganglios linfaticos a partir de un tumor primario subcutaneo. Para ello se implantaron las
células tumorales en las almohadillas de las patas traseras de ratones atimicos, y se analizé la
presencia de células tumorales en los ganglios popliteos tres semanas después. Con este
modelo no fue posible encontrar células tumorales en los ganglios, aunque si se observé una
clara activacion de los ganglios en aquellos ratones a los que se inyectaron células tumorales
tanto tratadas con TGF como sin tratar. En la figura R29, estan representados el promedio de
los nodulos linfoides primarios y nodulos linfoides secundarios, también Ilamados centros
germinativos, de 12 ganglios popliteos de ratones a los que se implantaron tumores de células
H157 control y tratadas con TGFp. En el ensayo realizado, se observé que los ganglios
popliteos de los ratones pinchados con tumores de células tratadas con TGFp presentaron una
mayor cantidad de nodulos linfoides primarios, respecto a los ganglios de los ratones a los
que se les habian inyectado células no tratadas (control). Estos resultados sugirieren que el
TGFp en este contexto, puede estar contribuyendo a una mayor proliferacion de linfocitos, en
este caso de linfocitos B, en los ganglios linfaticos més proximos al tumor primario, mediante
la secrecion de factores que “pre-condicionen” a éstos para la recepcion de células tumorales,

tal y como describieron Hood y colaboradores (Hood et al, 2011).
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Figura R29: (A) Numero de nddulos linfoides primarios en los ganglios popliteos de los ratones inyectados con
células H157 pretratadas o no con TGFp. (B) Microfotografias (aumento 4x) de un ganglio popliteo de cada uno
de los grupos de ratones. Las flechas blancas indican un ejemplo de nédulo linfoide primario (NLP) y de un
centro germinativo (CG). Para el anélisis estadistico se utilizé la prueba t de Student, (*p=0,024).

4.2. Implantacién ortotdpica de células tumorales en el pulmén

4.2.1. Efecto de los tratamiento con los inhibidores de TGFB pl7 v pl44 en la

cicatrizacion post-cirugia de los animales.

Ya que el modelo de implantacion subcutanea no nos resultdé adecuado para el
estudio de la aparicién de metastasis en nddulos linfaticos, decidimos poner a punto un
modelo de inyeccion intrapulmonar (ortotopica) de células de carcinoma humano en ratones
atimicos. De esta manera el contexto tumoral se pareceria mas al fisiolégico y aunque

presentaba dificultades técnicas nos parecié mas completo.

La implantacion ortotopica se realizd mediante la inyeccion de células tumorales a
través del masculo intercostal, directamente dentro del pulmon izquierdo del raton. Se

dividieron los ratones en doce grupos distintos de entre seis y ocho ratones cada uno:
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- Control: a los que se les introdujeron células tumorales no pretratados con TGFp.

- Control shRNA scramble: a los que se les introdujeron células tumorales no pretratados

con TGFp, y transfectados con shRNA scramble (inespecifico).

- Control shRNA B3: a los que se les introdujeron células tumorales no pretratados con

TGFP y transfectados con shRNA B3 (especifico frente a integrina 33).

- TGFB: a los que se les introdujeron células tumorales pretratados con TGFp.

- ShRNA scramble TGFp: a los que se les inyectaron células tumorales tratadas con TGFf3

y transfectadas con shRNA inespecifico (scramble).

- ShRNA B3 TGFp: a los que se les inyectaron células tumorales Tratadas con TGFp y

transfectadas con shRNA especifico frente a integrina 3.

Los grupos de ratones a los que se introdujeron células tratadas con TGFp a su vez
fueron divididos en subgrupos que fueron tratados sistémicamente con los péptidos
inhibidores de TGFP P17, p144 o se mantuvieron sin tratamiento (PBS). Se les administrd
intraperitonealmente el tratamiento con los péptidos desde el dia de la inoculacion de las
células tumorales hasta el dia de su sacrificio, aproximadamente cuatro semanas después.
Aunque el uso de estos inhibidores esta bastante descrito y se ha demostrado su capacidad de
bloquear la actividad del TGFp y su baja toxicidad en los animales, nos llamo la atencidén
observar una peor cicatrizacion en aquellos ratones tratados con los péptidos, especialmente
los que recibieron el péptido p144. Como se puede observar en la figura R30, el 97% de los
ratones no tratados, después de 8 dias de la implantacion ortotopica, presentaban las heridas
ya totalmente cerradas, con una cicatriz muy pequefia. En cambio, los ratones tratados con los
péptidos todavia mantenian las heridas en el proceso de cicatrizacion en el mismo periodo de
tiempo. Estos resultados apuntan a que al bloquear el mecanismo de accion del TGFp se
impide la fibrinogénesis, y por lo tanto la correcta cicatrizacion y reparacion de los tejidos

lesionados.
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Figura R30. Cicatrizacion de las heridas 8 dias después de la incision y sutura realizada durante el
procedimiento de implantacion ortotdpica de células tumorales en el pulmon.

4.2.2. Estudio del crecimiento tumoral y supervivencia de los ratones

Curvas de supervivencia

Se compararon mediante curvas de Kaplan—Meier, la supervivencia de los ratones en
funcion de las células tumorales inyectadas y del tratamiento administrado a los animales.
Como se puede observar en la figura R31A, si agrupamos todos los ratones atendiendo a si
han recibido o no tratamiento con péptido, observamos que presentan una mayor
supervivencia los ratones tratados con el pl44: Unicamente murieron 2 de los 24 ratones
tratados con este péptido (indice de supervivencia de 92%). También se observa en la grafica,
que entre los ratones tratados con el péptido pl7 y sin tratar (PBS), no hay diferencias
significativas en supervivencia, lo cual indica que en nuestro modelo animal este péptido
presenta una menor actividad en comparacién con pl44. A pesar de que el grupo de ratones
tratado con p17 obtuvo un porcentaje de supervivencia del 63%, estos ratones se empezaron a
morir dos dias antes (dia 13 del experimento) que los del grupo control (dia 15), cuyo indice

de supervivencia es inferior (48%).

En un analisis posterior se estudio la supervivencia de los ratones en funcién del clon
de células de carcinoma escamoso de pulmdn H157 inyectadas (Fig. R31B). Observamos una

supervivencia del 100% en aquellos ratones cuyos tumores procedian de células pretratadas
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Figura R31. (A) Curvas de supervivencia de los ratones en funcion del tratamiento recibido. (B) Curvas de
supervivencia de ratones en funcion del tipo de células tumorales implantadas ortotépicamente en el pulmén de
los ratones: células H157 no tratadas (Control), células H157 tratadas con TGFB (TGFp), células H157
transfectadas con un ShRNA de secuencia aleatoria y tratadas con TGFB (ShRNA scramble TGFp) y células
H157 transfectadas con un ShRNA frente a la integrina B3 y tratadas con TGFB (ShRNA B3 TGFp). El
porcentaje de supervivencia de los ratones fue representado utilizando curvas de Kaplan-Meier, y las diferencias
significativas entre los grupos respecto al grupo control fueron testadas utilizando el test de Log-rank: pl144
respecto PBS (** p=0,0014).

95



Resultados

con TGFp (con y sin expresion de la integrina f3) a los que se les administro el péptido
inhibidor de TGFp p144 intraperitonealmente. Por el contrario, la supervivencia mas baja se
obtuvo en ratones a los que se les inocularon células no pretratadas con TGFp y no tratados
con péptidos y en aquellas tratadas con p17 que recibieron células transfectadas establemente
con secuencias aleatorias de shRNA (35%). De modo sorprendente se observé una mayor
supervivencia en los ratones que recibieron células pretratadas con TGFp respecto a los

mismos clones de células no pretratadas con la citoquina.

De estos datos se deduce que la inhibicion de TGF mediante el tratamiento con los
péptidos siempre mejora la supervivencia respecto a los grupos no tratados, siendo el efecto
mucho mas evidente en el caso de p144. Ademas, el silenciamiento de la integrina 3 mejora
la supervivencia respecto a sus controles. Como se discutird en el siguiente apartado, en los
experimentos in vivo los tumores procedentes de células en las que se realiz6 una transfeccion
estable con shRNA scramble dieron lugar a una supervivencia menor en ratones, muy

probablemente por la accién de inhibicidn inespecifica de otras vias de sefializacion.

Area tumoral y micro-CT

Al sacrificarse los ratones, se extrajeron los pulmones y los ganglios axilares y
braquiales de ambos lados del animal. Después de fijarlos con formaldehido, las muestras
fueron incluidas en parafina y se realizaron cortes histologicos. Para el calculo del area
tumoral, los cortes de los pulmones que contenian el tumor primario fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y microfotografiados con un aumento de 4x. A continuacion, utilizando
el software de procesamiento de imagenes Fiji se midié en pm? el area delimitada en funcién

de los pixeles que componen la imagen.

La figura R32 demuestra como en el grupo de ratones sin tratamiento (PBS), en
aquellos animales a los que se inyectaron células H157 tratadas con TGF, los tumores crecen
2,3 veces mas que los tumores de los ratones a los que se inocularon células tumorales sin
tratar (Control). Sin embargo, los tumores de los ratones en que los que se implantaron
células tumorales transfectadas con el ShRNA B3, el tamafio medio adquirido fue de 0,06 cm?;
mientras que su control, los tumores de ratones a los que se inyectaron células shRNA
scramble, adquirieron un tamafio semejante al de los tumores de células tumorales sin tratar
(0,3 cmd).
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Si analizamos el efecto del tratamiento de los ratones con el pl7 en los distintos
grupos de ratones a los que se les inocularon células pretratadas o no con TGFp, se observa
que no afect6 al crecimiento de las células que no fueron expuestas a la citoquina mientras
que el crecimiento de los tumores procedentes de las células pretratadas con TGFp, presentd
una tendencia (p=0,117) hacia tamafios menores. Tampoco observamos reducciones
significativas en los tamafios de los tumores procedentes de células transfectadas con los
vectores de expresion de shRNA, practicamente presentan el mismo tamafio que los tumores

de los ratones que no recibieron tratamiento (PBS).
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Figura R32.Cuantificacion del area de los tumores a partir de cortes de parafina tefiida con hematoxilina-eosina
y analizados utilizando el software de procesamiento de imagenes Fiji. H157 TGFp PBS respecto a H157
control PBS (** p<0,001); ShRNA B3 TGFp PBS respecto a H157 control PBS (8§ p=0,001); y H157 TGFp
PBS respecto a H157 TGFpB pl44 (## p=0,004). Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba ANOVA de un
factor con comparaciones multiples post-hoc de Dunnett.

En cuanto al tratamiento de los ratones con el péptido pl144, los resultados indican
que los tumores procedentes de células H157 que no recibieron pretratamiento con TGFp,
adquieren el mismo tamafio tumoral que los inducidos en los ratones que no recibieron
tratamiento con péptido (PBS). Sin embargo, los tumores procedentes de células pretratadas

con TGFp proliferaron 2,3 veces menos en los animales tratados con pl44, respecto a sus
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correspondientes controles (PBS), hasta alcanzar tamafios proximos a los producidos al
inyectar células H157 sin pretratamiento, demostrando la eficiencia del péptido p144. En los
ratones a los que se implantaron células transfectadas con el ShRNA B3, el tratamiento con el
péptido144 no afecto al crecimiento tumoral, que fue en todos los casos pequefio y similar al
obtenido en ratones no tratados (tamafio medio de 0,1 cm?). Lo mismo ocurri6 en los tumores
de células transfectadas con el shRNA, el promedio de tamafio de los tumores no sufrié

variaciones significativas.

Antes del sacrificio de los animales se realizd un analisis piloto utilizando la técnica
de micro-CT para evaluar el dafio pulmonar de ratones en los grupos H157 control, H157
TGFB y shRNA B3 TGFp, sin tratar y tratados con pl144 (Fig. R33). La microtomografia
computarizada es una técnica por la cual mediante rayos-X se obtienen maltiples imagenes de
cortes tomograficos reconstruidos en planos paralelos, formando iméagenes en 3 dimensiones.
En las imagenes obtenidas de los ratones, se pueden observar zonas blancas que son la
columna vertebral y las costillas de los animales y zonas oscuras que son los pulmones que
durante la respiracion controlada del raton son capaces de llenarse de aire y proporcionar el
contraste necesario para la captacion de la imagen. Las demas regiones sin marcaje
localizadas en la cavidad toracica delimitada por las costillas y el diafragma, indican que el
tejido pulmonar en esta zona esta dafiado, bien porque es tejido tumoral o bien por ser un

tejido fibrético afuncional.

Los resultados obtenidos con las iméagenes del micro-CT muestran que los ratones a
los que se inyectaron células transfectadas con el ShRNA B3 tratadas con TGFp y los ratones
tratados con el péptido pl44, presentan una menor area pulmonar afectada. También llama la
atencion la extension de la lesion en los ratones del grupo H157 control y H157 TGFp, en las

que apenas existe pulmaén funcional.
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H157 control H157 TGFp H157 ShRNA B3

P144

Figura R33. Micro-CT de pulmones de ratones con tumores procedentes de células H157, células H157 tratadas
con el péptido p144 y células H157 shRNA B3 con y sin tratar con TGFp.

4.2.3. Metéstasis de células tumorales a ganglios linfaticos

Con objeto de estudiar in vivo si el tratamiento con TGFp incrementa la metastasis a
través de los vasos linfaticos y si ésta depende de la expresion de la integrina B3, se analiz6 la
presencia de células tumorales en los ganglios axilares y braquiales derechos e izquierdos de

ratones a los que se les habia inyectado células tumorales en el pulmon.

En primer lugar, nos llamo la atencion observar en bastantes ganglios un acumulo
significativo de linfa en su interior (Fig R34). Al analizar en qué grupos de ratones ocurria
esto (Tabla R3), nos dimos cuenta de que sucedia en los ratones tratados con pl7 y en
aquellos a los que se les habian implantado células tumorales que no expresaban la integrina
B3. No observamos ninguna asociacion entre la acumulacion de liquido en los ganglios
linfaticos y el tamafio del tumor, ni con la incidencia de metastasis ganglionar. Parece mas
bien un efecto secundario del tratamiento con el péptido y/o de la inhibicion de la expresion
de integrina B3. De hecho en experimentos realizados por otros grupos que utilizan estos
mismos péptidos en modelos murinos, se ha observado una vasodilatacion importante en
aquellos ratones que recibieron dosis continuadas y altas del péptido pl7 (datos no

publicados). EI mecanismo molecular subyacente no se ha descrito todavia pero podria estar
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relacionado, entre otros factores, con la inhibicion de la expresion de endoglina, un receptor

auxiliar de TGFp inducido por esta citoquina cuyo bloqueo induce alteraciones en la

permeabilidad vascular (Park et al, 2013)

Ganglio braquial
con acumulo de
“Tlinfa

Ganglio axilar

Figura R34. Fotografia de un ejemplo de ganglios con y sin acumulo de linfa en el modelo ortotopico de

carcinoma

escamoso de pulmon.

Tabla R3. Porcentaje de ganglios con acimulo de linfa segln el tratamiento administrado a los ratones (PBS,
pl7y pl44)y el tipo celular inyectado en el pulmdn (H157 control, H157 transfectadas con el ShRNA scramble,
H157 transfectadas con el ShRNA f3) tratado o no con TGF.

PBS P17 P144
Control 6,50% 12,90% 9,70%
Scramble 6,50% =" -
ShRNA 83 3,20% === ===
TGFpB 0,10% 6,50% 3,20%
Scramble TGFp 3,20% 16% 3,20%
ShRNA B3 TGFB 12,90% 19,40% 3,20%

A continuacion, se realizaron cortes histoldgicos de los ganglios extraidos y

embebidos en parafina. En estas muestras inicialmente encontramos muchas dificultades para
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encontrar algun marcador especifico que reconociera solamente las células de carcinoma
escamoso de pulmon H157. Se realizaron pruebas con las citoqueratinas 14, 19, AE1, AE3, 8
y 18 descritos en la literatura como marcadores de expresion en carcinomas escamosos
humanos, E-cadherina y el factor de transcripcion p63. En ninguno de los casos estos
marcadores resultaron adecuados, bien sea porque las células H157 no los expresaban en
cultivo, o porque no lo expresaba en los tumores originados en los pulmones, o porque los
anticuerpos presentaban una alta inespecificidad en ganglio. Por esta razon se decidio
transfectar establemente a las células H157 con un vector de expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) y utilizar para los experimentos las poblaciones celulares que expresaban

niveles altos de esta proteina una vez aisladas las poblaciones mediante citometria de flujo.

Para la deteccion de marcaje para GFP en los tumores se utilizaron anticuerpos
especificos frente a esta proteina y se puso a punto variando las condiciones de fijacion de las
muestras, ya que se perdia tincion dependiendo de las condiciones de fijacion utilizadas.
Determinamos el uso de la solucion de Bouin, en vez de formaldehido exclusivamente, como

la mejor opcion (Fig. 35).

Figura R35. Deteccion de la expresién de GFP en ganglios linfaticos de ratones a los que se generaron tumores
a partir de la inyecciéon de células H157. El porcentaje sobre cada imagen indica el porcentaje de células
tumorales respecto al nimero total de células en el ganglio.

Los resultados obtenidos en el anélisis de la presencia de células tumorales

metastasicas en los ganglios estan representados en la tabla R4 y en la figura R36. Estos
indican que aproximadamente el 80% de los ganglios de los ratones tratados con PBS
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(tratamiento control), presentaban células tumorales. El porcentaje tan elevado de metastasis
en todos los casos nos indica que quiza hayamos esperado demasiado tiempo antes de

sacrificar a los animales tal y como tratamos en la discusion.

Tabla R4. Tabla de los porcentajes de ganglios que presentaban células tumorales, segln el tratamiento de los
ratones (PBS, p17 y p144) a los que se inyectaron células H157, células H157 transfectadas con el sShRNA B3 y
células H157 transfectadas con el ShRNA scramble, con y sin tratar con TGF.

ShRNA
Control sirsnl:ltﬁ\e ShRNA B3 TGFp scramble S;IE'}\IT';‘ B3
TGFp
PBS 80% 83% 57% 83% 81% 82%
pl7 58% - - 67% 88% 79%
pl44d 21% =" =" 86% 83% 42%

A pesar de ello, cuando comparamos el niamero de ganglios que presentaron células
tumorales de cada grupo respecto a las observadas en ratones control obtuvimos resultados de
gran interés. En primer lugar observamos que el tratamiento con los péptidos resulto eficaz
unicamente en el caso de inyectar células de carcinoma pulmonar no tratadas previamente con
TGFp. Asi el tratamiento con p17 ejercio un efecto inhibidor moderado al disminuir un 20%
la incidencia de metastasis ganglionares respecto a los controles, pero el tratamiento con el
péptido p144 las disminuy6 muy notablemente (60%). Esto quiere decir que la inhibicién del

TGFp del estroma dificulta de algin modo la dispersion tumoral hacia los ganglios linfaticos.

Los resultados no fueron tan positivos cuando analizamos la incidencia de metastasis
tras inyectar tumores de células que habian sido pretratadas con TGFp. En la gran mayoria de
los grupos el tratamiento con cualquiera de los péptidos resulto irrelevante: no se observan
diferencias significativas respecto a las células no tratadas con péptido. Esto quiere decir que
las células pretratadas con la citoquina han adquirido alguna ventaja adaptativa que las hace
insensibles al bloqueo de la sefializacion por TGFB. Resulto paraddjico observar que a pesar
de que en los experimentos in vitro estas células eran mas motiles, se adherian mejor a los
nodulos linfaticos y los traspasaban con mayor facilidad, en el modelo animal no dieron lugar

a un mayor nimero de metéastasis ganglionares.

102



Resultados

Metastasis ganglionares

1,20 ~

1,00

mPBS
0,80 mpl7

0,60 Opl44

0,40

0,20

Ganglios positivos respecto a grupo
control

0,00
Control TGFB Scramble TGFB ShRNAB3 TGFB

Figura R36. Proporcion de ganglios linfaticos afectados respecto a los encontrados en ratones de grupo control,
a los que se les inyectaron células H157 no tratadas con TGFp.

Por ultimo, resulté muy interesante observar que unicamente se obtiene una inhibicién
considerable en el namero de ganglios afectados por células tumorales en el caso de implantar
en los ratones células a las que se les ha silenciado la expresion de la integrina 3. Este dato si
que apoya las evidencias obtenidas in vitro y apunta a que esta integrina es realmente
importante en el establecimiento de metastasis y su funcion depende de la existencia de TGF

en el estroma.

Por otra parte se estudié la densidad de células tumorales en cada ganglio afectado y
se establecieron comparaciones entre los grupos. De estas comparaciones dedujimos que la
densidad de células tumorales en los ganglios afectados es la misma independientemente de
los grupos (en torno a un 50%). Es decir, una vez que las células son reclutadas hacia el

ganglio llegan e él en igual proporcion.

Analizamos también si existia una mayor densidad de vasos linfaticos peri- y/o
intratumorales en los diferentes grupos, marcando de modo especifico los vasos linfaticos con
anticuerpos frente a LYVE-1 de raton y no observamos diferencias significativas. Asi que no

parece que el tratamiento con TGFf induzca la linfoangiogénesis tumoral.
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1. Integracion de la respuesta fenotipica y genomica de células de NSCLC a TGFp

En este trabajo nos propusimos estudiar como el tratamiento con TGFp afectaba la
migracion de las células de carcinoma escamoso de pulmoén hacia los vasos linfaticos y el
papel que la integrina B3 podria estar desempefiando en dicho proceso. Nos basamos en el
hecho de que tanto las células del estroma como las tumorales presentan habitualmente
niveles de expresion significativamente elevados de esta citoquina respecto a los niveles
presentes en tejido sano, lo cual confiere al tumor una mayor capacidad invasiva,
inmunosupresora y migratoria (Heldin et al, 2012). Iniciamos nuestro estudio midiendo la
expresion basal de la citoquina y del receptor de tipo I, asi como la activacion de la via de
sefializacion en respuesta al tratamiento con TGFp en las 3 lineas celulares de NSCLC: A549,
H157 y H1299. Se observo que las células H1299 responden en menor medida al TGFp que
las otras lineas. Este hecho coincide con la baja expresion del receptor TBRII y corrobora el
fenotipo de esta linea celular, en que las células son pobremente diferenciadas y
potencialmente méas malignas. De hecho, se ha descrito que tras el desarrollo de la
carcinogénesis, las células neoplésicas del epitelio bronquial se vuelven resistentes a la
inhibicion del crecimiento inducida por el TGFB. Esto puede estar mediado por una
disminucion de la expresion del TPRII, por una mutacion en los genes de las proteinas Smad
2 0 Smad 4 (Elliott y Blobe, 2005), o incluso de una de las Smad inhibitorias (I-Smad) Smad
6 0Smad 7.

Una vez analizado el perfil de expresion y la respuesta al TGFp, estudiamos como
dicha citoquina actta sobre la proliferacion de las células de NSCLC. EIl tratamiento con
TGFp provoco una disminucion significativa de la tasa proliferativa unicamente en la linea
celular de adenocarcinoma A549, a diferencia de las células H157 y H1299, que mantuvieron
unos indices de proliferacion muy similares a los niveles basales. Este resultado indica que
las células A549 no han perdido la capacidad de responder a esta citoquina en cuanto a su
funcidn anti-proliferativa. En cambio en los tres tipos celulares se observaron alteraciones en
la morfologia de las células tratadas con TGFp, que pasé a ser mas alargada con una clara
reorganizacion de las fibras de actina. Estos resultados indican la adquisicion de un fenotipo
propio de la TEM para el cual se ha descrito una pérdida de adhesion de las células
epiteliales, la expresion de novo de a-actina, la reorganizacion de las fibras de actina, y la
interrupcién de la membrana basal (Wendt et al, 2012). Una vez experimentada la TEM las

celulas se vuelven mas invasivas. En consonancia con esto, en nuestros ensayos de adhesion a
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matrices extracelulares llevados a cabo con estas lineas celulares de NSCLC observamos
cémo el tratamiento con TGFP induce un pequefio aumento en la adhesividad, principalmente
a fibronectina, y a vitronectina. Comparando las tres lineas tumorales entre si, las células
A549 son el Unico tipo celular que aumentd su adhesion a estas tres matrices tras el
tratamiento con TGFB. En este sentido, estos resultados, junto con los de proliferacion
celular, parecen indicar que el aumento en los niveles de adhesion extracelular por parte de la
linea celular A549 podria ser utilizado como una estrategia anti-apoptética mediada por
TGFp (Zhang et al, 2011).

A diferencia del efecto moderado observado en los experimentos de adhesion, el
tratamiento con TGFp origind unos incrementos muy significativos en la migracion de las
células de carcinoma de pulmén, en ensayos en los que se usaron camaras Boyden recubiertas
con las proteinas de la matriz extracelular fibronectina y vitronectina, lo cual apunta a una
posible intervencidon de moléculas de adhesion a la matriz extracelular en este proceso. Este
incremento en la capacidad migratoria podria indicar un aumento de la malignizacion, puesto
que las células de carcinoma necesitan adquirir motilidad para invadir otros nichos celulares
(Zhang et al, 2011). Ademas, hay que tener en cuenta que la progresion tumoral no solamente
depende del potencial intrinseco de las células tumorales, sino también de la composicion y
transformacion de la matriz extracelular que las rodean. De hecho, se ha descrito que
dependiendo del contexto, las proteinas de la matriz extracelular regulan procesos celulares
como crecimiento, muerte, adhesion y diferenciacion, ademas de controlar la angiogénesis y
la metastasis (Wendt et al, 2012). Por esta razdn nos propusimos analizar los cambios en la
expresion de moléculas de adhesion, MMPs y componentes de la matriz extracelular en
células H157 tras el tratamiento con TGFp. Asi, utilizando un array de expresion especifico
para genes relacionados con la adhesion celular, se observaron alteraciones en la expresion de
una gran cantidad de moléculas relacionadas con este proceso, como distintos tipos de
colagenos, MMPs, integrinas, y otros componentes de la matriz extracelular.

Las MMPs son proteasas capaces de degradar proteinas de la matriz extracelular y
procesar receptores de membrana y distintos factores de crecimiento, de modo que regula la
sefializacion celular (Coronato et al, 2012). Durante la progresion tumoral, la remodelacion
de la matriz extracelular es un proceso activo que facilita la supervivencia y la proliferacion
de las células tumorales. De hecho, se ha demostrado en diversos estudios cémo la

participacion de las MMPs en este proceso favorece la invasion y el crecimiento tumoral. Por
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ejemplo, se ha descrito en tumores de mama, que la sobreexpresion de las MMP 2 y 9 se
asocian a mal pronostico debido a la degradacion del coldgeno tipo 1V localizado en las
membranas basales y a la induccién de la expresion de factores angiogénicos (Gonzélez et al,
2008).

Otras moléculas implicadas en la adhesion celular, y cuya expresion se modula en
respuesta al tratamiento con TGFp, son las integrinas. El analisis por citometria de flujo de su
expresion revelo un aumento en la expresion de las integrinas 1 y a5B1 en células A549 tras
el tratamiento con TGFp, mientras que en las células H157 fueron las integrinas av, B1, B3,
avPB3 y avp5 las que aumentaron su expresion. Estos resultados corroboran los obtenidos
mediante el uso del array de expresion de cDNA en esta linea celular de NSCLC. Ademas, se
observé una sobreexpresion de las integrinas av, B1, B3, a5B1, avp3 y avB5 en la linea
celular H1299. Estos datos sugieren que posiblemente estas lineas celulares de NSCLC estén
utilizando estas integrinas para unirse a la fibronectina y a la vitronectina tras el tratamiento
con TGFp, ya que estas proteinas de la matriz extracelular tienen sitios de union especificos
para ellas. La fibronectina es una proteina clave de la matriz extracelular que es depositada
por células endoteliales durante el proceso de angiogénesis. La vitronectina es una
glicoproteina extracelular encontrada principalmente en el plasma, asi como en diversos
tejidos extravasculares. La secuencia proteica de ambas proteinas contiene la secuencia Arg—
Gly-Asp (RGD), que es reconocida por diversas integrinas. La fibronectina interacciona
principalmente con av, 1, B2, B3, a5B1, avp3 y avp5 (Avraamides et al, 2008), y la
vitronectina presenta sitios de union para las integrinas avpl, avB3 y avp5 (Aaboe et al,
2003).

La integrina avPB3 es una de las integrinas mas estudiadas como posible diana
terapéutica. Sus antagonistas son capaces de inhibir el crecimiento tumoral y la metastasis,
puesto que impiden el desarrollo de nuevos vasos. Ademas, se ha descrito que en las lineas de
carcinoma de pulmon no microcitico H157 y H460, la radioterapia aumenta la expresion de
esta integrina, como un mecanismo de supervivencia a la radiacion. De hecho, al combinar la
administracion de Cilengitide, antagonista de la integrina avp3, con la radioterapia Se
consigue inhibir el crecimiento tumoral y la angiogénesis en modelos de NSCLC (Albert et
al, 2006). Por todo ello nos parecié interesante estudiar el efecto que ejerce sobre el

desarrollo tumoral el silenciamiento o blogueo de esta integrina.
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En nuestro estudio, elegimos utilizar la linea celular H157 ya que expresa el receptor
de TGF, es insensible a las sefiales antiproliferativas desencadenadas por esta citoquina pero
responde a la misma incrementando su tasa de adhesion y migracion hacia factores
quimioatrayentes. Ademas, responde a la inhibicion de la sefializacién mediante péptidos
inhibidores de TGFpB y presenta una elevada expresion de la integrina B3 en la superficie
celular. Prestamos una especial atencion a la participacion de esta integrina en el aumento de
la migracion celular mediada por la citoquina. Lo mas interesante de estos datos es que los
incrementos observados in vitro en la adhesion, en la migracion y en el dinamismo de las
células tumorales tratadas con TGFp parecen ser dependientes de la correcta funcionalidad de
la integrina B3, ya que al tratar células deficientes en la integrina con TGFf, no se restauran
los niveles de motilidad observados en las células H157 control. En este sentido, los
resultados obtenidos en los ensayos in vitro, demuestran que las células H157 deficientes en
la expresion de la integrina B3 se adhieren y transmigran menos a través de monocapas de
endotelio linfatico de pulmdn. Ademas, las células transfectadas con el shRNA especifico
frente a B3 tardan mas en adherirse al endotelio que las células control. Estas células también
presentan una motilidad muy reducida sobre monocapas de endotelio linfatico de pulmon, se
expanden menos sobre las células endoteliales y emiten menos “blebs” cuando estan en
contacto con el endotelio antes de adherirse. Estos datos por tanto indican cOmo esta integrina
participa en el desarrollo tumoral, no s6lo por su funcion en las células del estroma,
principalmente en el endotelio, sino en las células tumorales. Esto es importante porque
apoyaria el uso de terapias frente a esta integrina, en estadios muy tempranos, antes de que

comience la vascularizacion tumoral.

2. El tratamiento con TGFp incrementa el dinamismo celular

Las células metastasicas presentan un importante incremento de su motilidad. En el
presente trabajo hemos podido demostrar mediante videos de microscopia confocal a tiempo
real, que las células H157 tratadas con TGFB son mas dindmicas sobre monocapas de
endotelio linfatico en comparacion con células sin tratamiento. En estos videos identificamos
dos tipos de migraciones: la primera, observada principalmente en aquellas células tratadas
con TGFp, conlleva la formacion de lamelipodios y se caracteriza por ser un tipo de

migracion mesenquimal; y la segunda, observada en practicamente todos los videos tanto en
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células control como tratadas con la citoquina, se caracteriza por la formacién de “blebs” y

esta relacionada con la migracion tipo ameboide.

El mecanismo de migracion tipo mesenquimal es tipico de las células tumorales
sometidas a la TEM siendo células con una morfologia més alargada. Bergat y colaboradores
(Bergert et al, 2012) han descrito que la formacion de lamelipodios estd mediada por la
activacion de la GTPasa Racl que conlleva una polimerizacién protrusiva de actina y permite
la formacion de estas estructuras. En cuanto a la migracion tipo ameboide, se ha descrito que
la formacion de “blebs” en la membrana celular aparece como resultado de la presion
intracelular generada por contracciones del sistema actina-miosina, mediado por la activacion
de RhoA/Rock (L&mmermann y Sixt, 2009). Ademas, resulta muy interesante que la
capacidad adhesiva de las células en movimiento también ejerza una influencia importante en
el tipo de migracion (Friedl y Wolf, 2010). De hecho, la migracién tipo ameboide esta
asociada a fuerzas de traccién reducidas y una baja adhesién celular. Sin embargo, las células
que presentan una migracion mesenquimal, normalmente se encuentran fuertemente
adheridas (Friedl y Wolf, 2003). En nuestro caso resulté muy claro como el tratamiento con
TGFP incrementaba el movimiento mesenquimal mediante un mecanismo dependiente de
integrina B3 al menos en parte, porque al silenciar su expresion las células volvian al
movimiento ameboide que presentaban las células control. Seria muy interesante profundizar
en la regulacion de las vias de sefializacion hacia proteinas del citoesqueleto en nuestro

sistema experimental.

Por otra parte, para formar un tumor secundario, las células tumorales deben invadir
los vasos sanguineos o los vasos linfaticos peritumorales y asi diseminarse a otros 6rganos.
Las células pueden atravesar el endotelio mediante diapédesis paracelular o transcelular
(Woodward, 2008). Durante la transmigracion paracelular las células tumorales migran entre
las uniones inter-endoteliales. En células tumorales de colon, este mecanismo esta regulado
por la molécula de adhesion E-selectina y la sefializacién mediada por ERK. En la migracion
transcelular, la célula tumoral atraviesa el citoplasma de la célula endotelial. Existen
evidencias de este tipo de migracion en el que las células tumorales son envueltas en grandes
vacuolas por las células endoteliales que las transportan a través del endotelio (Tremblay et
al, 2008).

Al observar alteraciones tan claras en la adhesién de las células H157 tras el

tratamiento con TGFp, supusimos que también podrian cambiar el tipo de diapédesis. Sin
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embargo, no observamos alteraciones en los porcentajes de células que utilizaban la ruta
transcelular o paracelular. Por tanto no parece que el TGFp esté implicado en la regulacion
del tipo de transito a traveés del endotelio linfatico. De hecho, los vasos linfaticos poseen unas
caracteristicas morfoldgicas que los hacen especialmente permeables al paso de células a su
través (Farnsworth et al, 2006). Asi, se ha descrito que el transito de leucocitos a traves del
endotelio linfatico sucede mediante procesos en los que no intervienen integrinas, sino que es
un proceso meramente mecanico (Lammermann et al, 2008). Sin embargo, también se ha
descrito que en condiciones de inflamacion, los mecanismos de migracion también pueden
ser dependientes de integrina, como es el caso de las células dendriticas que atraviesan los
vasos mediante un proceso dependiente de la expresion de la integrina LFA-1 (Rouzaut et al,
2010). Una situacion semejante se ha descrito en la transmigracion de células de melanoma a
través de endotelio vascular sanguineo. En este trabajo, Ghislin y colaboradores confirman la
intervencion de la integrina leucocitaria LFA-1 y de su receptor ICAM, mediante blogueos

dirigidos a estas moléculas (Ghislin et al, 2012).

En nuestro trabajo describimos por primera vez mecanismos de transmigracion
integrina-dependiente en el transito de células de NSCLC a través de endotelio linfatico. En
concreto, demostramos la intervencion de la integrina avp3 y de sus ligandos LICAM y
PECAM-1 (CD31). Observamos que tras inhibir la expresion de la integrina B3 mediante la
transfeccion de células con un shRNA especifico (ShRNA B3), o utilizando anticuerpos
bloqueantes frente a ella o sus ligandos LICAM y CD31, disminuye significativamente la
transmigracion de las células H157 a través de monocapas de endotelio linfatico. LLICAM y
CD31 son glicoproteinas, miembros de la superfamilia de moléculas de adhesion de
inmunoglobulinas (Ig). CD31 se encuentra expresada en células endoteliales y se concentra
en las uniones interendoteliales (Ma et al, 2012). La expresion de LLCAM fue identificada
por primera vez y de manera exclusiva en el sistema nervioso, aunque también se ha descrito
en la superficie de células epiteliales, en leucocitos y en varios tipos de tumores (Kiefel et al,
2012). De hecho, la sobreexpresion de LLCAM esta correlacionada con un mal prondstico en
pacientes con carcinomas de ovario, de endometrio y con carcinoma hepatocelular. LLCAM
estd asociado con un incremento en las metastasis en melanoma y carcinoma colorectal (Guo
et al, 2012; Issa et al, 2009). La union de la integrina avp3 expresada por las células
tumorales y LICAM expresada por el endotelio vascular sanguineo durante la intravasacion
de células neoplasicas, ya ha sido observada en modelos de melanoma (Voura et al, 2001) y

en tumores pancredticos (Issa et al, 2009). Sin embargo, no hay trabajos que describan la
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transmigracion integrina-dependiente de células tumorales a través del endotelio linfatico.
Por tanto los resultados obtenidos en este trabajo nos parecen muy interesantes. De hecho, se
ha descrito que la expresion de citoquinas inmunomoduladoras, tales como TNFa, IFN-y y
TGFB1, aumentan la expresion de LICAM en células endoteliales (Issa et a., 2009). En
nuestro caso, no hemos observado cambios en la expresion de L1ICAM en células de
endotelio linfatico de pulmén tras el tratamiento con TNFa o con TGFB1, sin embargo, si
detectamos cambios en la expresion de LICAM en células H157 tratadas con TGFp. Todo
ello nos lleva a pensar en la intervencion conjunta de las uniones homotipicas
L1CAM/L1CAM vy heterotipicas L1CAM/integrina en la transmigracion de células de
NSCLC a través del endotelio linfatico. Queda pendiente aportar evidencias morfoldgicas de
la interaccion entre la integrina B3 y sus ligandos en el endotelio linfatico. En nuestras manos
se observaron puntos discretos de interaccion pero no detectamos estructuras de adhesion

claras en los que se concentraran la integrina y sus receptores.

3. Estudio in vivo del efecto del TGFp y de la participacion de la integrina B3 en la

progresion tumoral

En este trabajo se estableciéo un modelo de raton para el estudio de las metastasis a
nodulos linfaticos de células de carcinoma escamoso de pulmén que se implantaron de
manera ortotdpica en los pulmones de los ratones atimicos. Asi, con este modelo murino
pudimos estudiar los efectos del tratamiento cronico con TGFf y/o sistémico en el desarrollo
tumoral y en la capacidad migratoria de células H157 hacia ganglios linfaticos. Ademas, este
modelo también nos permitié estudiar los efectos de la ausencia de la integrina B3 en la

generacion de tumores y en la migracion de estas células a los nddulos linfaticos.

En primer lugar, observamos que tanto la implantacién de células tumorales en las
almohadillas de las patas traseras de los ratones, como la implantacién ortotopica de células
tumorales en el pulmén, promueven una activacion de los ganglios linfaticos regionales,
principalmente cuando las células tumorales inyectadas habian sido tratadas previamente con
TGFp. Esta activacion se manifiesta en una hiperplasia ganglionar y en un niimero mas
elevado de centros germinativos. De hecho, se ha descrito que en presencia de un tumor
primario, los ganglios linfaticos regionales que drenan este tumor aumentan de tamafio, sin

que exista ninguna evidencia de metastasis. Esta situacién también es conocida como
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linfadenopatia reactiva al tumor (Qian et al, 2006). Asi, la inyeccion de celulas tumorales en
nuestro modelo también induce la activacion ganglionar, seguramente mediante la induccion

de citoquinas proinflamatorias que pueden precondicionar el ganglio linfatico.

Cuando analizamos el tamafio de los tumores observamos un aumento notable en
aquellos procedentes de células tratadas con TGFp, aunque la supervivencia de los ratones no
vario. Curiosamente, en los ensayos in vitro no se detectaron diferencias significativas en la
proliferacion o apoptosis de las células H157 tratadas con TGFp respecto a sus controles.
Esto nos sugiere que las células pretratadas con la citoquina responden en mayor medida a
sefiales procedentes del estroma que facilitan su proliferacion y supervivencia probablemente
alterando la expresién de receptores de membrana (Connolly et al, 2012).

En los anélisis de supervivencia nos Ilamo la atencién observar una supervivencia
del 100% en aquellas células en las que se habia silenciado la expresion de la integrina B3 sin
tratar con TGFf, mientras que si se les trataba con TGFp, la supervivencia era de un 80%. En
ambos casos suponia una mejoria respecto a los ratones control en los cuales la supervivencia
fue de un 30% a los mismos tiempos. Los datos de supervivencia coinciden en parte con los
obtenidos al medir el volumen tumoral, donde las células en las que se habia silenciado la
integrina produjeron tumores de tamafio muy reducido, independientemente de que las
celulas hubiesen sido tratadas o no con TGFp. Estos datos nos hacen pensar que la
supervivencia no depende tanto del tamafio del tumor primario como de otros factores, como
la capacidad de metastatizar y expandir la enfermedad. Diversos trabajos apuntan a la
participacion de la integrina p3 en la progresion tumoral (Desgrosellier et al, 2009; Marchan
et al, 2010); por ejemplo, en carcinomas de mama y de prostata. Ademas, la integrina ovf3
promueve la metastasis a hueso aumentando la adhesion de las células tumorales (McCabe et
al, 2007; Sloan et al, 2006). También se ha descrito que la expresion de la integrina avp3 se
correlaciona con la progresion de la enfermedad y una disminucion de la supervivencia en
pacientes con carcinomas cervicales (Gruber et al, 2005). Por Gltimo, se ha descrito que en
adenocarcinomas de péancreas el 58% de los tumores humanos expresan avf3, y esta
expresion esta asociada con un aumento de la metastasis a ganglios linfaticos (Hosotani et al,
2002).

Para poder estudiar si las variaciones observadas se debian a la respuesta a TGFf

procedente del estroma, introdujimos varios grupos de ratones a los que tratamos diariamente
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con los péptidos inhibidores de TGFpB p17 y p144. Con estos tratamientos buscamos inhibir el
efecto del TGFP endogeno. Diversos trabajos publicados previamente demuestran la eficacia
in vitro (Dotor et al, 2007) e in vivo (Diaz-Valdés et al, 2011) de estos péptidos en la
inhibicion de las respuestas pro-tumorales inducidas por el TGFp en estadios avanzados del
cancer. Por ejemplo, en un trabajo desarrollado por Zubeldia y colaboradores (Zubeldia et al,
2013) se demuestra como el tratamiento con los péptidos pl7 y p144 inhibe el crecimiento
tumoral generado por células de cancer colorectal, pretratadas con TGFp e inyectadas en el
bazo de los animales. Ademas, en este mismo trabajo se aprecia una disminucion de la
metéastasis a higado en un 50% en los ratones tratados con el p17, y en un 87% en el caso de
los ratones tratados con el pl44. Por otra parte, se ha descrito que estos péptidos inhiben la
fibrosis (Hermida et al, 2009) y potencian la inmunoterapia antitumoral (Llopiz et al, 2009).

Al analizar en su conjunto los grupos de animales que recibieron el tratamiento con
los péptidos inhibidores, se puede observar que los dos péptidos no actian del mismo modo.
El tratamiento con el péptido p17 mostré un efecto moderado, mientras que el tratamiento de
los animales con pl144 resulto ser mas eficaz. La diferente actividad de los péptidos, puede
deberse tanto a su estructura quimica (el p17 es mucho mas soluble que el p144), como a su
vida media y su biodisponibilidad. De hecho, el pl7 es un péptido cuya secuencia fue
obtenida a partir de una biblioteca de fagos, y el péptido p144 tiene la secuencia derivada del
TBRIN (B-glicanos), aunque ambos péptidos bloguean el mismo ligando (Dotor et al, 2007;
Ezquerro et al, 2003).

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con el péptido p144 aumenta
significativamente la supervivencia de los animales. Esto podria estar relacionado con el
hecho de que el pl44 inhibe el efecto que tiene el TGFf sobre la induccion de las NADPH
oxidasas (Baltanas et al, 2013), que reducen el estrés oxidativo de las células no tumorales y
por tanto, mejoran el estado general del animal. Nos parecié interesante observar que el
tratamiento con el péptido pl44 sélo afecta al crecimiento de aquellos tumores que fueron
expuestos in vitro a TGFp, mientras que no es eficaz a la hora de frenar el crecimiento de
aquellos tumores no pretratados con esta citoquina. De nuevo, parece que las células
pretratadas con TGF[ han experimentado alteraciones que las hacen insensibles al bloqueo de
TGFp, bien sea por la activacion constitutiva de sus receptores o de moléculas que forman
parte de la via de sefalizacion activada por el TGFp, o por alteraciones en la respuesta a

factores de crecimiento u otros reguladores producidas por el estroma. A este respecto se ha
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publicado como el TGFp tanto en las células tumorales como en las células del estroma,
induce la expresion de receptores de factores de crecimiento como VEGF (Mirzoeva et al,
2013), CTGF (Mazzocca et al, 2010), FGF (Franco et al, 2011), IL-8 (Lu y Dong, 2006), las
metaloproteasas de matriz MMP2 y MMP9 (Padua y Massagué, 2009) y otras proteinas que
componen y modulan la matriz extracelular (Doyle et al, 2012). Todos estos factores
favorecen la proliferacion celular, la angiogénesis, la metéstasis y mantienen un

microambiente tumoral idoneo para la progresion de la enfermedad.

Por tanto, podemos resumir los resultados obtenidos respecto al crecimiento tumoral
diciendo que: 1) aquellas células pretratadas con TGFp originan tumores de mayor tamafio al
ser introducidas en los pulmones de ratones atimicos, 2) la administracion sistémica de
péptidos bloqueantes de TGFp sdlo detiene el crecimiento de aquellas células que no han sido
expuestas a la citoquina, y 3) las células en las que se ha silenciado de manera estable la
integrina B3 originan tumores significativamente mas pequefios, aunque hayan sido
pretratadas in vitro con TGFp. Por tanto la adhesion al estroma mediada por esta integrina

parece importante para el crecimiento tumoral.

El fin Gltimo de nuestro trabajo estaba dirigido a analizar si el tratamiento con TGFf
inducia en las células una mayor facilidad para atravesar los vasos linfaticos y establecer
metéastasis en los nodulos linfaticos. Mediante los ensayos in vitro vimos claramente que se
incrementaba la quimiotaxis hacia estos vasos, asi como la capacidad de adherirse y atravesar
monocapas de endotelio linfatico. Ademas, vimos cdmo en este proceso, la integrina B3

parecia desarrollar una funcién importante.

Asi, analizamos la incidencia de metastasis en los ganglios linfaticos axiales y
pulmonares de los ratones a los que inyectamos los distintos grupos experimentales de células
H157 en el pulmdn. Esperdbamos que aquellas que habian sido pretratadas con TGEFf
colonizaran en mayor medida a los nodulos linfaticos, ya que observamos que la inyeccion de
ceélulas tumorales provoco la hiperplasia de los ganglios linfaticos. Sin embargo, nos llamo la
atencion observar el mismo porcentaje de células tumorales en los ganglios que aquellos
ratones a los que se inyectaron células H157 tratadas y no tratadas con TGFp (80% H157
control, y 83% H157 TGFp). Este resultado nos llevd a pensar que en nuestro modelo es
irrelevante el tratamiento previo de las células H157 con TGFp, en cuanto a su capacidad de

migrar a los ganglios linfaticos, o que existia algun defecto en el disefio experimental.
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Podemos interpretar estos resultados de distintos modos. En primer lugar, podria ser
que las moléculas implicadas en la transmigracion de las células tumorales a través de los
vasos linfaticos y consecuentemente la migracion hacia los ganglios, mantengan su funcion
independientemente de los efectos producidos por el TGFp en la célula tumoral. De hecho,
Giampieri y colaboradores (Giampieri et al, 2009; Giampieri et al, 2010) observaron que al
bloquear la sefializacion de TGFp en un tumor primario de mama, las células eran capaces de
invadir solamente los vasos linfaticos y no los vasos sanguineos. Ademas, estos datos estan
en consonancia con el hecho de que el tratamiento de células H157 con TGFp apenas afecto
el aumento en la expresion de los receptores de citoquinas CXCR4 y CCRY7, receptores de
factores quimiotacticos expresados por el endotelio linfatico. Otra explicacion plausible seria
que las cuatro semanas de duracién del ensayo constituyen un tiempo demasiado extenso para
observar diferencias entre los grupos. De hecho, el porcentaje de ganglios afectados es muy

elevado en todos ellos (80% en el grupo control).

Aquellos tumores en los que se habia silenciado la expresion de la integrina B3
dieron lugar a una incidencia menor de metéastasis en ganglios linfaticos (57% respecto al
80% del grupo control) unicamente si las células no habian sido pretratadas con TGFB. De
nuevo aqui surge la idea de una mayor malignidad y complejidad de mecanismos migratorios
en las células pretratadas con TGFp, de forma que migran de una manera independiente de la
integrina 3. Esto no es de extrafar, ya que como observamos en el analisis transcriptomico,
se induce la expresidn de otras integrinas y proteinas que intervienen en la migracién, como
las integrinas avB5 y o4p1 (Hosotani et al, 2002), y las proteinas de la matriz: colagenos,
laminina, fibronectina (Kopfstein y Christofori, 2006), CTGF (Chen et al, 2012), TNC
(Dornhofer et a., 2006) y VCAN (Zhuang et al, 2010), que podrian ejercer un mecanismo
compensatorio y ser protagonistas del proceso metastasico. La integrina 3 se ha asociado
con la metastasis de carcinomas de diversos drganos. Asi, se ha observado en cancer de
mama cOmo la sobreexpresion de la integrina avp3 esta asociada con la aparicion de
metastasis en hueso (Marchéan et al, 2010). Ademas, Hosotani y colaboradores (Takayama et
al, 2005) demostraron que en cancer pancreatico el aumento en la expresion de la integrina
avpB3 se asocia con un incremento en la activacion de la MMP2 y de la metastasis a ganglios

linfaticos.

Por ultimo, los resultados obtenidos a partir de los ratones tratados con los péptidos

nos han parecido muy interesantes como apoyo a una propuesta de terapia combinada.
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Observamos que el tratamiento de los animales con el péptido pl7, en coherencia con los
datos obtenidos al analizar el crecimiento tumoral, produjo un efecto moderado en lo
referente al bloqueo de la aparicion de metéstasis, disminuyeron en torno a un 20% respecto
al grupo control. En el resto de los grupos no observamos ningun efecto. En cambio, el
tratamiento con p144 bloqued la aparicion de metastasis ganglionares muy significativamente
en aquellos ratones a los que se inyectaron células tumorales sin pretratar con TGFp (60%
menos que en las células control), aunque mostrd no ser eficaz en la mayoria de los ratones
con tumores procedentes de células H157 tratadas con TGFp, en sintonia con resultados

anteriores.

Estos datos abren dos lineas de estudio: en primer lugar se observa de nuevo que los
tumores procedentes de las células pretratadas con TGFf son refractarias a los efectos de la
inhibicion de la citoquina enddgena, mientras que los procedentes de células no tratadas si lo
son. Como en la comparacién transcriptomica restringida a genes relacionados con la
adhesion observamos diferencias muy significativas en la expresion de varios genes, seria
interesante como posibilidad de futuro, estudiar si este perfil de expresion puede determinar
que pacientes responderan mas 0 menos a terapias dirigidas a bloquear TGFB o su
sefializacion. En segundo lugar, ya que observamos que mientras que el bloqueo de TGFp o
de la integrina 3 no resultan eficaces en la aparicion de metastasis en aquellos tumores que
han sido pretratados TGFp, su combinacion si que lo es, lo cual abre perspectivas muy
interesantes para plantear terapias combinadas. El tratamiento con p144 redujo la incidencia
de metéstasis ganglionares en aquellos ratones a los que se implantaron células que no
expresaban la integrina B3 pero que fueron pretratadas con TGF. Por lo tanto, podemos
postular que la integrina B3 puede ser una molécula de adhesion de estadios tempranos, que
facilita la supervivencia. Cuando la célula progresa hacia estadios méas agresivos debido a la
recepcion de sefiales promotoras de la progresion tumoral desde el estroma, se induce la
expresion de una bateria de moléculas de adhesion méas complejas que complementan y hacen
dispensable la presencia de la integrina 3. Por tanto, seria necesario dirigir la terapia tanto
frente a la molécula de adhesién primaria, como hacia aquellas moléculas o sefiales causantes
del cambio fenotipico, en este caso la citoquina TGFp, para obtener resultados mas eficaces a

nivel terapéutico.
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4. La via de seializacion del TGFp como diana terapéutica frente al cancer

En las Gltimas décadas se ha demostrado ampliamente la funcion dual del TGFp en
la carcinogénesis, y como en estadios avanzados del cancer actda como factor oncogénico,
induciendo la proliferacion, la angiogénesis, la invasion y la metastasis, ademas de inhibir la
respuesta inmunoldgica anti-tumoral. A partir de los avances logrados en este campo, el
bloqueo de la sefializacion mediada por el TGFB ha despertado un gran interés en la
comunidad cientifica por ser una posible diana terapéutica frente al cancer. Por ejemplo, se ha
descrito que la proteina inhibitoria de la via de sefializacion del TGFpB, Smad 7, bloquea el
mecanismo de transicion epitelio-mesénquima activado por la citoquina y, en consecuencia,
también la metastasis a pulmon e higado de células de cancer de mama en modelos
singénicos de raton (Pirinen et al, 2005). Sin embargo, la funcion del TGFf en la homeostasis
tisular indica que el bloqueo de esta sefializacion puede también inducir algun tipo de
toxicidad no deseada. De hecho, en ratones que no expresan algunos de los genes de los
componentes de la via de sefializacion del TGFp, o en personas que padecen los sindromes de
Marfan y de Loeys-Dietzel, en que los receptores TBRI o TBRII contienen mutaciones,
presentan incrementos en la vascularizacién y aneurismas (Miyazono et al, 2012). Esto
enfatiza la necesidad de estudiar cuidadosamente la biologia del TGFp, a fin de seleccionar
una estrategia apropiada para inhibir la sefializacion de la citoquina, definir el perfil adecuado

de los pacientes receptores, y disefiar protocolos terapéuticos 6ptimos.

Diversas empresas han desarrollado compuestos inhibitorios de la sefializacion de
TGFp basados en distintas estrategias (Fig. D1). Una de ellas consiste en secuestrar el ligando
y evitar que éste se una a su receptor. Para ello se pueden utilizar diversas estrategias:
utilizacion de los ligandos trap, que son proteinas solubles con ectodominios de los
receptores TBRII y TPRIII, o anticuerpos bloqueantes, pequefias moléculas, aptameros, o
péptidos que se unen especificamente a los ligandos. También se han desarrollado inhibidores
de las quinasas de TPRII y TPBRI para bloquear la activacion de los receptores. Otra estrategia
se basa en la interrupcion de la traduccion del mMRNA de TGF mediante oligonucleotidos
(ASOs), impidiendo la produccion del ligando. Ademas, otros compuestos empleados en la
terapia dirigida al TGF, inhiben la transformacion de la forma latente a 1a forma activa de la

citoquina (Seoane, 2008).
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Figura D1. Representacion esquematica de las moléculas actualmente utilizadas en aproximaciones
terapéuticas. Obtenida de (Akhurst y Hata, 2012)

A pesar de que en modelos de raton la inhibicién de la sefalizacion de TGFf
conlleva a una significativa reduccién en la metéstasis, los resultados en la clinica han sido
menos esperanzadores, ya que no parece que se inhiba de modo significativo el crecimiento
del tumor primario (Akhurst y Hata, 2012). En nuestro caso, tal como hemos visto, la
inhibicién conjunta de la sintesis de TGFP producido por las células del estroma, y de la
expresion de integrinas en la célula tumoral, resultd una combinacion positiva. Este hecho
sugiere que una terapia combinada puede aumentar la eficacia de los inhibidores de TGF[ en
un contexto clinico. Asi, se ha visto que el bloqueo del TGFp por inhibidores es capaz de
hacer el tumor maés sensible a la radiacién o a agentes citotdxicos como son la Rapamicina y
la Doxorubicina (Seoane, 2008). Por todo lo comentado, a pesar de los riesgos que conlleva

la inhibicion de una molécula tan importante en las funciones fisiologicas normales como es
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el TGFp, actualmente hay diversos ensayos clinicos que utilizan inhibidores especificos de
esta citoquina (Tabla D1), y que pueden abrir nuevas perspectivas para lograr tratamientos

mas eficaces contra el cancer.

Tabla D1. Inhibidores de TGFp en ensayos clinicos en pacientes con cancer.

Nombre del Identificador
inhibidor . . Enfermedad . Resultados
Tipo Diana . Estadio del ensayo .
y empresa aplicable . parciales
. clinico
fabricante
Trabedersen Oligo antisentido Ligando Cancer de Fase | NCT00844064 Ensayos clinicos
(AP12009); TGFf2 pancreas, colon y en curso
Antisense Pharma melanoma
Belagenpumatucel ~ Vacuna TGFf2 NSCLC Fase Il NCTO00676507 Bien tolerado en
-L (Lucanix); terapéutica 75 pacientes.
NovaRx alogénica Mejoras en la
antisentido supervivencia.
modificada Otros ensayos
genéticamente clinicos en curso
LY2157299; Eli Molécula pequefia  Quinasa Melanoma, Fase Il NCT10038320 Ensayos clinicos
Lilly TBRI glioblastoma, NCT01582269 en curso.
carcinoma NCT01220271 También
hepatocelular y NCT01246986 utilizado en
carcinoma NCT01373164 terapias
pancreatico combinadas con
radioterapia y
quimioterapia
(lomustine,
temozolomida,
gemcitabina)
IMC-TR1,; Anticuerpo TBRII Céancerdecolony  Fase | NCT01646203 Ensayos clinicos
ImClone humanizado de mama en curso

Systems/Eli Lilly

5. Critica al modelo experimental utilizado

En este trabajo se establecié un modelo experimental de implantacién ortotopica de

células de carcinoma escamoso de pulman en ratones nude, para estudiar la funcién del TGFf
y la integrina B3 en el desarrollo tumoral y en la metéstasis a los ganglios linfaticos
regionales, axilares y braquiales. La eleccion del modelo animal es un paso fundamental para
aproximarse a los objetivos del estudio. Existe la tendencia a valorar el modelo animal segun
la similitud entre la enfermedad animal y la humana, aunque debido a la complejidad del
cancer en pacientes, es muy dificil modelizarlo con un tnico sistema (Connolly et al, 2012).
Por esta razon, es importante conocer las ventajas y las desventajas de cada modelo, y asi,

poder elegir el mas apropiado para estudiar los problemas y las cuestiones puntuales.
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En nuestro caso, en primer lugar elegimos que nuestro modelo animal fuera de
xenotransplantes, y no un modelo singénico de raton, para asi, poder seguir utilizando la
misma linea tumoral de NSCLC H157 y poder dar continuidad a los resultados obtenidos in
vitro. Sin embargo, hay que tener muy claras las limitaciones que conlleva esta aproximacion.
En los modelos de xenotransplantes el tumor es mixto, un mosaico de células tumorales
humanas, mezclado con células del estroma murino. En esos casos, algunas vias de
sefializacion son especie-especificas y no se pueden tener en consideracion en el desarrollo
tumoral experimental. Ademas, no es posible estudiar la respuesta inmunoldgica frente al
tumor porque los animales deben ser inmunodeprimidos para no rechazar la presencia de
células de otra especie en su organismo. Segun la severidad de la inmunodeficiencia del
animal, también hay diferencias en la interpretacién del resultado. Los ratones nude, por
ejemplo, son atimicos, deficientes en linfocitos T, presentan una disfuncion de las células B,
y ademas se ha descrito que tienen una angiogeénesis alterada (Khanna y Hunter, 2005). En
nuestro caso, puesto que no ibamos a centrarnos en analizar la respuesta inmunologica del
animal ni tampoco en la angiogénesis, decidimos que estos ratones eran adecuados para
nuestros intereses. También hay estudios que demuestran que los ratones SCID
(inmunodeficiencia severa combinada), carentes de células T y B, mantienen una alta
actividad de celulas NK, y un fallo en la mutacion SCID asociado a la edad que permiten una
respuesta inmunoldgica del animal para eliminar las células metastasicas, imposibilitando en

determinadas circunstancias el estudio del cancer (Takizawa, 1997).

En segundo lugar, como el principal objetivo de nuestro trabajo era analizar la
participacion del TGFp y de la integrina B3 en la metéstasis de tumores de pulmon de células
H157 a los ganglios linfaticos, optamos por un modelo de metastasis espontaneo a partir de
un tumor ortotopico. Los tumores ortotépicos de modo general aumentan la posibilidad de
maltiples metastasis y la dispersion del cancer a partir de un tumor primario localizado en el
ambiente de origen. Esta aproximacion en el animal se asemeja més a las condiciones reales
de un determinado tipo de cancer en pacientes. Ademas, para seguir todas las etapas del
proceso de metastasis se puede extraer quirdrgicamente el tumor primario en estadios mas
avanzados, prolongando asi la supervivencia del animal necesaria para la formacion de
tumores secundarios en otros 6rganos. El proceso de metastasis también se puede monitorizar
utilizando lineas celulares tumorales que expresan marcadores moleculares, como por

ejemplo luciferasa (Khanna y Hunter, 2005).
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El disefio experimental se realizo a partir de los trabajos previos realizados por el
grupo de Doki y colaboradores (Doki et al, 1999; Yamaura et al, 2000) y Onn y
colaboradores (Onn et al., 2003). En estas publicaciones, utilizando distintas lineas celulares
de cancer de pulmon, los autores describen la metastasis a ganglios linfaticos mediastinos y a
los I6bulos pulmonares contralaterales al tumor primario. Estos estudios adolecen una buena
explicacion de la metodologia utilizada en cuanto a la deteccion de metastasis a ganglios
linfaticos. Por ejemplo, en el trabajo de Doki y colaboradores, detectan macroscopicamente
las células tumorales comparando los pesos de los ganglios 0 mediante el estudio de cortes
histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina. Estos dos métodos de deteccion de celulas
tumorales en ganglios linfaticos no son del todo convincentes ya que, como se ha discutido
anteriormente, la presencia del tumor promueve linfangiogéneis y aumenta el flujo de linfa en
los ganglios linfaticos regionales, promoviendo la formacion de acimulos locales de linfa. A
pesar de que la presencia de acumulo de linfa es un indicativo de la presencia de células
tumorales en gran parte de los casos, otras veces este fendmeno ocurre antes de la llegada de
las células neoplésicas al ganglio. En nuestro caso, aquellos animales en los cuales se habian
inyectado células H157 tratadas con TGFp, practicamente no presentaron acumulo de linfa
(0,1%), y curiosamente el tratamiento con los péptidos, principalmente el p17, favorecié la
aparicion de acumulo de linfa en los ganglios de los ratones con tumores de células H157,
independientemente del tratamiento previo con TGFp. Estos resultados podrian explicarse
por el hecho de que el TGFP es un potente inhibidor de la proliferacion de las células
endoteliales, y la inhibicion sistémica de los efectos del TGFf favorece la linfangiogénesis
(Yan et al, 2011), aunque en nuestro caso analizamos el nimero de vasos peri e
intratumorales en los diferentes grupos y no observamos diferencias. Ademas, creemos que la
tincion con hematoxilina-eosina no es la metodologia méas adecuada para identificar células
tumorales, ya que en los ganglios, la tincion con hematoxilina no siempre es homogénea

debido a la heterogeneidad de sus poblaciones celulares.

Por otra parte, Onn y colaboradores (Onn et al, 2003) utilizaron lineas celulares de
carcinomas de pulmon transfectadas con un vector de expresion estable de GFP. Describen la
deteccion las células tumorales mediante un estereomicroscopio de fluorescencia, si bien no
muestran ningun ganglio con células tumorales verdes, solamente un nodulo tumoral en el
pulmon. Al igual que otros autores, en nuestro trabajo también utilizamos células H157 con
expresion estable de GFP, y observamos los pulmones y los ganglios a través de microscopia

de fluorescencia. Sin embargo, debido a la autofluorescencia basal de los ganglios, no fue
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posible diferenciar células tumorales dentro de éstos. También se intentd observar la
progresion tumoral in vivo utilizando un aparato de bioluminiscencia/fluorescencia, pero los
resultados no eran suficientemente consistentes para su cuantificacion. Puesto que no
obtuvimos los resultados esperados, se optd por deteccion mediante inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo frente a la proteina GFP. Este enfoque metodoldgico proporciond
una idea bastante aproximada de la proporcion de células tumorales que se encontraron en el
ganglio al momento del sacrificio de los animales. Sin embargo, esta técnica fue en cierto
punto limitante porque solamente aportd los datos de un Unico momento de la progresion
tumoral: momento del sacrificio 0 muerte espontanea del animal. Por todas estas razones, nos
parece mas apropiado que en posteriores experimentos se desarrollen células que expresen
establemente un marcador biolumniscente, como por ejemplo la luciferasa, para poder seguir
de modo continuado la llegada de células al ganglio sin sacrificar al animal (Jiang et al,
2012).

Otro aspecto que deberia ser modificado en el modelo experimental de este trabajo
es la secuencia del shRNA scramble. Considerando los resultados obtenidos in vivo con las
células transfectadas con el shRNA de secuencia aleatoria (scramble), es sorprendente el
comportamiento de estas células, pues ofrecian respuestas variables: unas veces actuaban
como ceélulas control, como en el caso de la metéastasis a ganglios linfaticos, y otras veces se
comportaban de forma similar a las células deficientes en la expresion de la integrina 33,
como por ejemplo, en el tamafio tumoral. Esto nos indica una posible union a secuencias
diana inespecificas que pueden haber afectado el comportamiento de las células shRNA

scramble.

Por esa razon, con el objetivo de analizar posibles homologias parciales que puedan
estar interfiriendo en la expresion normal de proteinas, se compar6 la secuencia del ShRNA
de secuencia aleatoria, con la base de datos de microRNAs (MiRBase, -Kozomara y Griffiths,
2011- University of Manchester, Reino Unido). Los resultados obtenidos en la base de datos
(Fig. D2) indican que la secuencia del ShRNA scramble es parcialmente homologa con tres
microRNAs. Sin embargo, al analizar la secuencia del ShRNA B3 (n° ref. TI348322:
5’"GTGACGACTTCTCCTGTGTCCGCTACAAG 3’, Origene Technologies, Rockville, MD,
EE.UU.), no se encontré ninguna homologia con microRNAs. Por lo tanto, las células con la
integrina 3 silenciada no sufren el riesgo de un supuesto bloqueo inespecifico mediado por

el ShRNA 3.
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A continuacion, se utilizo otro programa de analisis de microRNAs, DIANA-microT-
CDS v.5.0 (Atenas, Grecia), para conocer los genes diana descritos para cada microRNA en
cuestion. Los resultados pueden ser consultados en su  pagina  web
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/micro-CDS/). Cada microRNA tienen alrededor de 850 genes
diana con su correspondiente mirSVR (método de regresion lineal que indica la probabilidad
del gen de ser diana del microRNA). En el apartado ANEXOS (pégs. 167-170), presentamos
una lista de los mMRNA més importantes con mayor afinidad por estos microRNAs, como por
ejemplo, el gen precursor de la interleuguina 13 (IL13), el gen del receptor de la proteina
morfogénica del hueso tipo 1l (BMPR2), el gen precursor del factor de crecimiento insulinico
tipo 1A (IGF1A), y el gen que codifica la proteina de sefializacion de la familia de TGFp,
Smad 5, lo cual nos pareci6 relevante. De estos resultados concluimos que a pesar de que el
shRNA scramble haya sido testado por la casa comercial, es mejor elegir una secuencia que
no tenga ningun tipo de homologia con el genoma. En nuestro caso, aunque los resultados
obtenidos en ensayos in vitro ofrecieron garantias de ser una buena secuencia control, al

realizar los experimentos in vivo no fue asi.

Accession ID Query Query Subject Subject Strand Score Evalue Alignment
start end start end
hsa-miR- .
MIMAT0005950 13063 2 1 3 18 - 62 4.3 Align
MIMAT0018951 hsa-miR-4435 7 22 5 20 * 62 4.3 Align
MIMAT0018939 hsa-miR-4424 9 29 1 21 + 60 6.3 Align
Alignment of Query to mature miRNAs
Query: 2-17 hsa-miR-1306-3p : 3-18 score: 62 evalue: 4.3
UserSeq 17 cacuaccagagcuaac 2
9 O 0 O A
hsa-miR-1306-3p 3 caccaccagagccaac 18
Query: 7-22 hsa-miR-4435 : 5-20 score: 62 evalue: 4.3
UserSeq 7 ccagagcuaacucaga 22
I 6 1 Y Y A 1 1
hsa-miR-4435 5 ccagagcucacacaga 20
Query: 9-29 hsa-miR-4424 : 1-21 score: 60 evalue: 6.3
UserSeq 9 agagcuaacucagauaguacu 29
i ] O 5 O
hsa-miR-4424 1 agaguuaacucaaaauggacu 21

Figura D2. Comparacion de la secuencia de ShRNA scramble con la base de datos de microRNAs MiRBase,
(Kozomara y Griffiths, 2011).
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Otro resultado interesante que merece la pena ser discutido es la dificultad que se
presentd en la cicatrizacion de heridas en los ratones tratados con los péptidos inhibidores de
TGFp. Solamente el 58% de los ratones que recibieron el péptido p17 y el 46% de los ratones
tratados con pl44 presentaban la herida curada una semana tras la operacion, mientras que el
97% de los ratones no tratados con péptidos habian cicatrizado correctamente. Este fendmeno
es muy interesante porque indica que los péptidos estan inhibiendo la funcion del TGFB en
los procesos de fibrinogénesis del tejido del raton. De hecho se ha descrito en un modelo de
raton de esclerodermia como el tratamiento con pl44 disminuyd significativamente la
fibrosis en la piel afectada de los ratones (Francia et al, 2011). Ademas, la diferencia
observada entre los péptidos se justifica porque el p144 al ser practicamente insoluble y tener
una vida media mas larga que el pl7, puede tener un efecto mas duradero y acentuado
(Santiago et al, 2005). Por estos motivos, en futuros ensayos en los que se utilicen los
péptidos inhibidores de TGFp, esperaremos 24 h desde la implantacion ortotdpica antes de

administrar de la primera dosis de péptido para permitir la cicatrizacion interna.

Por dltimo, para completar los resultados obtenidos en este trabajo, seria interesante
afiadir un grupo de ratones a los que se implantasen tumores de células transfectadas con el
SshRNA B3 y sin tratar con TGFp, y administrarle los péptidos inhibidores de la citoquina. De
esta manera demostrariamos si el bloqueo conjunto de la expresion de la integrina B3 y del
TGFpB enddgeno, podria también resultar en un modelo interesante para una posible terapia

frente al cancer escamoso de pulmén humano.
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1- EIl tratamiento in vitro de células de carcinoma escamoso de pulmon H157 con TGFf
induce cambios genéticos y funcionales que parecen indicar un fenotipo mas agresivo, es
decir, provoca incrementos en la adhesion a fibronectina y vitronectina; genera aumentos en
la actividad metaloproteasa; aumenta la migracion hacia suero; favorece el crecimiento
independiente de anclaje; incrementa la adhesién a monocapas de endotelio linfatico; e
induce la expresion de genes codificantes para metaloproteasas, proteinas de la matriz

extracelular e integrinas.

2- De entre las integrinas analizadas, la integrina B3 desarrolla una importante funcién en la
migracion de las células de carcinoma escamoso de pulmén H157 tratadas con TGFp, ya que
su bloqueo restaura la migracion de las células hacia factores quimiotécticos a los niveles méas

bajos obtenidos en ausencia de esta citoquina.

3- Las células de carcinoma de pulmon H157 tratadas con TGFf atraviesan en mayor medida
monocapas de endotelio linfatico. Ademas, alteran el tipo de deslizamiento sobre este
endotelio pasando de tipo ameboide a tipo mesenquimal, este ultimo ligado a la union
dependiente de integrinas. Estos incrementos se previenen si los experimentos se realizan en
presencia de péptidos inhibidores de TGFp o si se silencia la expresion de la integrina 3 en

las células tumorales.

4- Los ligandos de integrina B3, las proteinas LLCAM y CD31/PECAM-1, participan también
en la transmigracion de las células tumorales a través del endotelio linfatico ya que su
blogueo disminuyo significativamente este proceso. Este bloqueo no fue eficaz en células en
las que se silencio la expresion de la integrina 3.

5- El estudio de las consecuencias del tratamiento con TGFB en un modelo ortotdpico de

carcinoma pulmonar en ratones nude demostro que:

a) El pretratamiento de las células tumorales con TGFp origina tumores de mayor

tamafo que los procedentes de células no tratadas.
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b) El tratamiento sistémico con el péptido inhibidor de TGFB pl144 mejora en gran
medida la supervivencia en los ratones, mientras que el péptido p17 produce sélo un

beneficio moderado.

c) El silenciamiento de la expresion de la integrina B3 origina tumores
significativamente mas pequefios y mejora la supervivencia, resaltando la importancia

de la adhesion al estroma para el crecimiento del tumor primario.

d) En cuanto a la incidencia de metéstasis ganglionares: el pretratamiento con TGFp
per se no incremento la incidencia de metéstasis, mientras que el bloqueo del TGFp
enddgeno mediante tratamiento con péptido p144 lo hizo de manera considerable. El
péptido pl7 también disminuyo la metastasis de las células inoculadas no pretratadas
con TGFP.

e) En aquellos ratones a los que se les inocularon células de carcinoma escamoso
previamente tratadas con TGFp, sélo se consiguidé disminuir la incidencia de
metastasis ganglionares en aquellas poblaciones en las que se silencié la expresion de
la integrina B3 y ademaés se trataron sistémicamente con péptido p144. Esto indica la
necesidad de bloquear tanto las sefiales procedentes del estroma como las capacidades

adquiridas tras la exposicion continuada a TGFp.

6- Por tanto, es interesante determinar si los tumores han adquirido competencias funcionales

que los hacen refractarios a una monoterapia frente a TGFp, y si es el caso, se deberia

plantear una terapia dirigida a blogquear tanto la adhesion de las células tumorales como la

recepcion de sefiales pro-metastasicas procedentes del TGFp.
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Introduccidn

Tabla A.1. Clasificacion de NSCLC a partir de pequefias biopsias y citologia propuesta por IASLC/ATS/ERS

Obtenida de (Travis et al, 2011)).

2004 WHO Classification

Small Biopsy/Cytology: IASLC/ATS/ERS

Adenocarcinoma
Mixed subtype
Acinar
Papillary
Solid
Bronchioloalveolar carcinoma
(nonmucinous)
Bronchioloalveolar carcinoma
(mucinous)
Fetal
Mucinous (colloid)
Signet ring
Clear cell
No 2004 WHO counterpart - most will be
solid adenocarcinomas

Squamous cell carcinoma
Papillary
Clear cell
Small cell
Basaloid
No 2004 WHO counterpart

Small cell carcinoma

Large cell carcinoma
Large cell neuroendocrine carcinoma
(LCNEC)
Large cell carcinoma with NE
morphology (LCNEM)

Adenosquamous carcinoma

No counterpart in 2004 WHO
classification

Sarcomatoid carcinoma

Morphologic adenocarcinoma patterns clearly present:

Adenocarcinoma, describe identifiable patterns present (including
micropapillary pattern not included in 2004 WHO classification)

Comment: If pure lepidic growth—mention an invasive component cannot
be excluded in this small specimen

Adenocarcinoma with lepidic pattern (if pure, add note: an invasive
component cannot be excluded)

Mucinous adenocarcinoma (describe patterns present)

Adenocarcinoma with fetal pattern

Adenocarcinoma with colloid pattern

Adenocarcinoma with (describe patterns present) and signet ring features

Adenocarcinoma with (describe patterns present) and clear cell features

Morphologic adenocarcinoma patterns not present (supported by special
stains):

Mon-small cell carcinoma, favor adenocarcinoma

Morphologic squamous cell pattems clearly present:
Squamous cell carcinoma

Morphologic squamous cell patterns not present (supported by stains):
Non-small cell carcinoma, favor squamous cell carcinoma

Small cell carcinoma

Non-small cell carcinoma, not otherwise specified (NOS)

Non-small cell carcinoma with neuroendocrine (NE) morphology (positive
NE markers), possible LCNEC

Non-small cell carcinoma with NE morphology (negative NE markers) —
see comment

Comment: This is a non-small cell carcinoma where LCNEC is
suspected, but stains failed to demonstrate NE differentiation.

Morphologic squamous cell and adenocarcinoma patterns present:

Non-small cell carcinoma, with squamous cell and adenocarcinoma
patterns

Comment: this could represent adenosquamous carcinoma.

Morphologic squamous cell or adenocarcinoma patterns not present but
immunostains favor separate glandular and adenocarcinoma
components

Non-small cell carcinoma, NOS, (specify the results of the
immunohistochemical stains and the interpretation)

Comment: this could represent adenosquamous carcinoma.

Poorly differentiated NSCLC with spindle and/or giant cell carcinoma
(mention if adenocarcinoma or squamous carcinoma are present)

IASLC/ATS/ERS, International Association for the Study of Lung Cancer/American Thoracic Society/European Respiratory Society; LCNEC,
large cell neuroendocrine carcinoma; LCNECM, large cell carcinoma with NE morphology: NE, neuroendocrine; NOS, not otherwise
specific; NSCLC, nonsmall cell lung cancer; WHO, World Health Organization.
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Tabla A.2. Estadiaje y pronéstico del cancer de pulmén segln la clasificacion TNM (Detterbeck et al, 2009;
Kim et al, 2012).

(T) Tumor primario

TO/TX No se detectatumor primario
T Tla- Tumor < 2cm
T1b - Tumor > 2cm <3cm

T2 T2a - Tumor > 3cm < 5cm
T2b - Tumor > 5cm <73cm

Tumor >7cm
T3 Invasion pleural

Nédulo tumoral en el mismo I6bulo

T Invasién corazdn, vasos, traquea, eséfago
Nodulo tumoral en distinto 16bulo

(N) Nd6dulo linfatico regional

NO No metastasis en ganglio linfatico regional
N1 Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales peribronquiales, hiliares o intrapulmonares
N2 Metastasis en los ganglios linfaticos ipsilaterales mediastinicos o subcarinos

N3 Metastasis en los ganglios linfaticos contralaterales mediastinicos y hiliares,
ipsilaterales o contralaterales escalenos, o supraclaviculares

(M) = metéstasis a distancia

MO  No metastasis

M1 M1a- nédulo tumoral en I6bulo contralateral o diseminacion pleural
M1b- Metéstasis a distancia

Estadios T1 T2 T3 T4 M1
NO IA IB IIB Y
N1 IIA 1B 1A Y

I11B .
N2 A IV
N3 IIIB Y
Estadio TMS* (meses) -5 aios
1A 60-119 50-73%
1B 43-81 43-56%
1A 34-49 36-46%
1B 18-31 25-36%
1A 14-22 19-24%
I1IB 10-13 7-9%
1V 6-17 2-13%

*Tiempo medio de supervivencia (TM)
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Tabla A.3. Frecuencia de anormalidades genéticas en NSCLC. Adaptada de (Perez et al, 2012)

Gen/localizacion Carcinomaescamoso  Adenocarcinoma

Alteracion genética

TP53 17p13.1 51% 36%
PI3KCA (amplificacion) 3026.3 33% 6%
SOX2 (amplificacién) 3026.3-927 23% muy raro
FGFR1 (amplificacion) 8pl2 22% 1%
PTEN (mutacion) 10923.3 10% 2%
MET (amplificacion) 7931.1 3%-21% 3%-21%
PTEN (delecion) 10g23.3 8%-20% 8%-20%
KRAS (mutacion) 12pl12.1 6% 21%
Variant 111 (mutacion) 7p12 5% muy raro
LKB1 (mutacion) 19p13.3 5% 23%
DDR2 (mutacién) 1923.3 4% 1%
HER?2 (sobreexpresion) 17911.2-912,17g21 3%-5% 5%-9%
PI3KCA (mutacion) 3026.3 3% 3%
BRAF (mutacion) 7p34 2% 1%-3%
EGFR (mutacién) 7pl2 <5% 10%-15%
AKT1 (mutacion) 14932.32 1% muy raro
MET (mutacion) 7031.1 1% 2%
HER2 (mutacion) 17q11.2-q12,17qg21 1% 2%
EMLA4-ALK (fusion) 2p21,2p23 1% 2%-7%

Adaptada de Perez-Moreno P, Brambilla E, ThomasR, Soria JC. Clin Cancer Res. 2012
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Materiales y métodos

Tabla A.4. Anticuerpos para citometria de flujo frente a moléculas de adhesion en la superficie celular de

células de NSCLC y HMVEC-LIy.

i ) ) ) ) Anticuerpo Control de
Proteina Anticuerpo primario Casa comercial ) o
secundario isotipo
Alexa Fluor® 488 anti-lgG2b
Anticuerpo monoclonal MAB1973Z. (Chemicon  goat anti-mouse (MABO004, RyD
Integrinacl ~ de raton frente a la International/Millipore, 1gG. (Molecular Systems,
integrina al, clon FB12 California, EE.UU.) Probes, Barcelona,  Minneapolis,
Espafia) EE.UU)
Anticuerpo monoclonal 340976 , (BD Alexa Fluor® 488 anti-lgG2b
Integrinac4  de raton frente a la Biosciences San José, goat anti-mouse (MABO004, RyD
integrina o4, clon L25 CA, EE.UU)) 19G Systems)
) Integrin Classics Kit - )
. Anticuerpo monoclonal Alexa Fluor® 488  Anti-lIgG2b
Integrina i ECM43, (Part No. ]
de ratdn frente a la . goat anti-mouse (MABO004, RyD
a5p1 ) ) MAB1999; Chemicon
integrina a5p1, clon HAS ) o 1gG Systems)
International-Millipore),
Anti-lgG1 de
) Integrin Classics Kit - raton (clon
Anticuerpo monoclonal Alexa Fluor® 488
) ECMA43, (Part No. ) MG1-45,
Integrinaov ~ de raton frente a la ] goat anti-mouse .
MAB1953Z; Chemicon Biolegend, San
integrina av, clon P3G8 ] o 19G .
International-Millipore), Diego, CA,
EE.UU.)
) Anticuerpo monoclonal Anti-lgG1 de
Integrinaav ) . Alexa Fluor® 488 )
de ratdn frente a la MAB1976Z, (Chemicon ) raton (clon
B3 ) . goat anti-mouse
integrina avf3, clone International-Millipore), 4G MG1-45,
LM609 J Biolegend)
Anticuerpo monoclonal Integrin Classics Kit - Anti-lgG1 de
Integrinaov i Alexa Fluor® 488 ]
de raton frente a la ECM43, (Part No. ) raton (clon
B5 . . . goat anti-mouse
integrina avps, clon MAB1961Z Chemicon 4G MG1-45,
P1F6 International-Millipore), J Biolegend)
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) ) ) ) Anticuerpo Control de
. Anticuerpo primario Casa comercial ] o
Proteina secundario isotipo
) Integrin Classics Kit - )
Anticuerpo monoclonal Alexa Fluor® 488 Anti-lgG2b
i ECM43, (Part No. )
IntegrinaB2  de raton frente a la ) goat anti-mouse (MABOQ04, RyD
) ) MAB1962Z) Chemicon
integrina 2, clon P4H9 ] o [o]€] Systems)
International (Millipore)
Anticuerpo monoclonal . Alexa Fluor® 488 Anti-1gG2b de
i MAB2023Z, Chemicon . .
IntegrinaB3  de raton frente a la ] o goat anti-mouse raton (MABOO4,
International (Millipore),
integrina 3, clon B3A 1gG RyD Systems)
) Anti-1gG1 de
Anticuerpo monoclonal ]
] o ) raton clon
de ratén frente a CXCR4  eBioscience, (San Diego,
CXCR4 o P3.6.2.8.1
marcado con PE, clon California, EE.UU.)
marcado con PE
12G5 o
(eBioscience)
. Anti-1gG1 de
Anticuerpo monoclonal )
ratén clon
de raton frente a CCR7 o
CCR7 eBioscience. P3.6.2.8.1
marcado con PE, clon
marcado con PE
3D12 o
(eBioscience)
) Anti-1gG1 de
Anticuerpo monoclonal ]
ratén clon
de ratdn frente a CCR5 o
CCR5 eBioscience P3.6.2.8.1
marcado con PE, clon
] marcado con PE
ebioT21/8 o
(eBioscience)
Anti-IgG1 de
Anticuerpo monoclonal raton clon
ICAM de ratdn frente a ICAM eBioscience. P3.6.2.8.1
(CD54), clon HA58 marcado con PE
(eBioscience)
Anti-1gG1 de
ratén clon
Anticuerpo monoclonal P3.6.2.8.1
VCAM de ratdn frente a VCAM  eBioscience marcado con PE

(CD106), clon STA

(eBioscience)
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) ) ) ) Anticuerpo Control de
. Anticuerpo primario Casa comercial ] o

Proteina secundario isotipo
Anticuerpo monoclonal Anti - 1gG2a K
de ratdn frente a CD171 o de ratén

L1CAM eBioscience
marcado con PE, clon marcado con PE
5G3 (eBioscience)
Anticuerpo monoclonal Anti-lgG1 de
de ratdn frente a E- ratén clon

E-selectina  selectina (CD62E) eBioscience P3.6.2.8.1

marcado con PE, clon marcado con PE
P2H3 (eBioscience)

Resultados

Videos A.5- Videos (CD) de la adhesion de células H157 a monocapas de endotelio

linfatico.

Video 1#: Células H157-GFP sin tratar en verde y endotelio linfatico de pulmén en azul cian.

Video 2#: Células H157-GFP tratadas con TGFp en verde y endotelio linfatico de pulmon en

azul cian.

Video 3#: Células H157 ShRNA B3 GFP sin tratar en verde y endotelio linfatico de pulmén

en azul cian.

Video 4#: Ceélulas H157 ShRNA B3 GFP tratadas con TGFP en verde y endotelio linfatico de

pulmon en azul cian.

Video 5#: Células H157 ShRNA scramble-GFP sin tratar en verde y endotelio linfatico de

pulmon en azul cian.

Video 6#: Células H157 ShRNA scramble-GFP tratadas con TGFp en verde y endotelio

linfatico de pulmon en azul cian.
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Anélisis de las posibles causas de la inespecificidad del plasmido ShRNA scramble - n° cat. TR30012,
OriGene Technologies (Rockville, MD):

Los genes diana de los microRNAs parcialmente homélogos a la secuencia del shRNA de secuencia
aleatoria (Scramble) comercial (n° ref. TR30012): 5> GCACTACCAGAGCTAA CTCAGATAGTACT 3, estan

descritos en la figura Al.

A

microBRNA
1 hsa-miR-1306-3p

Gene Description:

PubMed Links:
KEGG Pathways:
Gene Links:

ENSToooon2g8767

Gene Deseription:

PubMed Links:
KEGG Pathways:
Gene Links:

ENSToO00300 027

Region EBinding Tyvpe Position Score Conservation
UTE3 Bmer 2186 - 2194 0.0532037 13 a
Position on chromosome: 10 ¢ B85 - 88185113
Conserved species: panTroz2,rheMac2 m4,mm8,oryCunt, bosTang, can Famiz, dasMNova JoceAfra echTelt, mon Domy,galGalg, senTroz
ENA hybrid: {3' VTR] 5' GCUGUGAUCUVUGE _G_ AR can
B Ch RGECCRARCGE
. It
UG UCEEUIGE
imiRNA] 3" _G__GeUe 58
2 hsa-miR-1306-3p ENSGO0000214905 0.917844 1
3  hsa-miR-1306-3p INFi4 (ENSGO0000105708) 0.905638 :

Gene Description: ZINC FINGER PROTEIN 14 (ZINC FINGER PROTEIN KOX6)(GONADOTROPIN-INDUCIBLE TRANSCRIPTION
REPRESSOR 4){GIOT-4) [SOURCE:UNIPROTKB/SWISS-FROT ACC: Pi7o17]
PubMed Links: miRNA | gene | both
KEGG Pathways: -
Gene Links: e by
oot ; il
ENSToooo0379428
Region Binding Type Position Score Conservation
UTE3 fmer 1419 - 1427 0.0476677 2 a
Position on chromosome: 19 : 19701326 - 19701354
Conserved species: panTroz, theMace
RNA hybrid: {3" UTR) 5" CAGGAGUL_ 3r
CG_ACCAG_ GGOCRACEU
le_ BELEI___atbninetl
GU__USGUC_ UCGGUUGCR
{miRNA) 30 : 5
4 hsa-miR-1306-3p FAMi82B (ENSGo0000175170) 0.905464 L
5 hsa-miR-1306-3p GOLIM4 (ENSGOO000LT3905) 0.853821 g

Region EBinding Tyvpe Position Score Conservation
UTE3 Bmer 26 - 34 0.039551 3 a
Position on chromosome: 31 169210716 - 160210744
Conserved species: panTroz,mm8 canFamz
RNA hybrid: {3' UTR) 5" CORAVUUCURGE_A___ © 63
Ch_CECU_ AGCCARCE
. L A R AR NN R
GU_GUGEE_ UCGEUUGS
{miRNA) 3" i A 5T

Gene miTG Score

WAPAL (ENSGoooo0062650) 0.930876 1

WINGS APART-LIKE PROTEIN HOM OLOG { FRIEND OF EENAz PROTEIN) [SOURCE: UNIPROTEE/SWISS-
PROTACCO7E5K2]
miRNA | gene | both

GOLGI INTEGRAL MEMBRANE PROTEIN 4 (GOLGI PHOSPHOPROTEIN 4)(GOLGI INTEGRAL MEMBRANE
PROTEIN, CISNGIMPC)(GOLGI-LOCALIZED PHOSPHOPROTEIN OF 130 KDANGOLGI PHOSPHOPROTEIN OF 130
KDA) [SOURCE:UNIPROTKB/SWISS-PROT; ACC:000461]

miRNA | gene | both

f’rnt::: s
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B microlNA Gene miTG Score
1 hsa-miR-4435 FAM27C (ENSGo0000154537) 0.999674
2 hsa-mik-4435 VASHz (ENSGo0000143494) 0.99919:4
Gene Description: VASOHIBIN-2 [VASOHIBIN-LIKE PROTEIN) [SOURCE:UNIPROTER,/SWISS-PROT; ACC:Q86Vas]
PubMed Links: mikNA | gene | both
KEGG Pathways: -
Gene Links: Prot :: il
ENSTo0000366060
Region Binding Type Position Score Conservation
UTR3 Gmer 1801- 1809 0.00211489 2
UTR3 8mer 2803 - 2811 0124997 8
3 hsa-mik-4435 LSMi14A (ENSGo0000105216) 0.997472
4 hsa-miR-4435 DCDC2B (ENSGo0000222046) 0.995511
5 hsa-miR-4435 ENSGoo000185904 0.995136
[ hsa-miR-3435 CYORF14 (ENSGoo000176728) 0.991673
7 hsa-miR-4435 NTRK2 (ENSGoo000148053) 0.900344
8 hsa-miR-4435 HRNR (ENSG00000197915) 0989834
q hsa-mik-4435 CEM (ENSGoooo0104879) 0.989758
10 hsa-miR-4435 BMPR2 (ENSGOO000204217) 0086239
Gene Description: BONE MORPHOGENETIC PROTEIN RECEFTOR TYPE-2 PRECURSOR (EC 2.7.11.30 {BONE MORPHOGENETIC
PROTEIN RECEPTOR TYPE IT)(BMP TYPE 11 RECEPTOR) BMPR-II) [SOURCE:UNIPROTKB/SWISS-
PROT,ACC:Ch3873]
PubMed Links: miRNA | gene | both
KEGG Pathways: TGE-beta signaling pathway
Cytokine-cytokine receptor interaction
Gene Links: Prot ; &
ENSTooo0037457
Region Binding Type Position Score Conservation
UTR3 Gmer 1290 - 1208 0.002235904 4
UTR3 FMEr 3535 - 3543 0.00255373 2
UTR3 Hmer 7319 - 7327 00757346 2
11 hsa-miR-3435 CAPRIN1 (ENSGooo00135387) 0.985760
1z hsa-miR-4435 IGFL (ENSGO0000017427) 0.085034
Gene Description: INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR IA PRECURSOR (IGF-IA){SOMATOMEDIN-C)(MECHANO GROWTH
FACTOR)MGF) [SOURCE:UNIPROTEE/SWISS-FROT; ACC: Poraqa)
PubMed Links: miRNA | gene | both
KEGG Pathways: mTOR signaling pathway
Melanoma
Glicima
Prostate cancer
Focal adhesion
Long-term depression
Pathways in cancer
psa signaling pathway
Gene Links: w.:; &f.‘
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ENST00000337514

Region Binding Type Position Score Conservation
UTR3 8mer 933 -941 0.0459166
UTR3 7mer 1514 - 1522 0.00815745
UTR3 6mer 5490 - 5498 0.00156785
UTR3 8mer 6373 - 6381 0.0234944
13 hsa-miR-4435 C210RF124 (ENSG00000215465) 0.983366
14 hsa-miR-4435 ENSGoo0o000215512 0.982452
15 hsa-miR-4435 ENSG00000213971 0.979385
milerolRNA Gene mi TG Score
61 hsa-miR-4435 MSL1 (ENSGoooo0188895) 0.927297
6z hsa-miR-4435 EYBP (ENSGooo0o163602) 0926882
63 hsa-miR-4435 MAPKS (ENSGO-0O0O001076043) o.oz6836
Lx hsa-miR-4435 MDN1 { ENSGOO00112159) 0926765
65 hsa-miR-3435 HSPALzA (ENSGoo0001658685) OZ6TIZ
113 hsa-miR-4435 PIK3EB3 (ENSG 000 041 7461) O.0z4 800
Gene Description: PHOSPHATIDY LINOSITOL 3- KINASE REGULATORY SUBUNIT GAMMA (PI3-KINASE P85 SUBUNIT GAMMA)
(FTDINS-3-KINASE PA5-GAMMAN P55PLE] [SOURCE: UNIPROTEB/SWISS-PROT ACC:(oz560]
PubMed Linls: miRNA | gene | both
KEGG Pathways: mTOR signaling pathway
I 'I'i11t‘l|ml'|1\.\.':|_|.'
aling pathway
Apoplosis
Melanoma
Leukocyte transendothelial migration
Glioma
Simall eell lung cancer
Phosphatidylinositol signaling system
Insulin signaling pathway
Toll-like receptor signaling pathway
T signaling pathway
atural killer cell mediated cy
Regulation of actin cyvtoskeleton
VEGF signaling pathway
Colovectal cancer
Mon-small call lang cancer
Renal cell inoama
Endometrial cancer
Chemokine signaling pathway
B cell receptor signaling pathway
Prostate cancer
Focal adhesion
T cell receptor sigmaling pathway
Pathways in cancer
Type 11 disbetes mellitus
Chronic myeloid leukemia
*ancreatic cancer
Gene Links: . ).
ENSTooooo3z72006
Region Binding Type Position Score Conservation
UTES Bmer afog - 2832 DO1FG05E 3
UTR3 Bmer 3484 - 3492 O.0341167 7
[ d hsa-miR-4435 EFHE2 (ENSGOOOO0133216]) 0924213
68 hsa-miR-4435 FHX 3 (ENSGOO000174306) 0923865
1] hsa-miR-4435 CzORFz4 (ENSGOOO0-01156.40) D.OZ3664
7O hsa-miR-4435 RSRC2 (ENSGOOMMOLI1011) 0923175
s | hsa-miR-g435 PREX1 {(ENSGOOOOOLZL 120} D.QZZTZS5
R cTowrur AGArs AcATio Sp—
73 hsa-miR-4435 HCP5 (ENSGoo0o00206337) 0922416
74 hsa-miR-3435 DCUN1D3 (ENSG o000 88215) 0.922399
5 hsa-miR-4435 PTPRE (ENSGooOo001275329) D.QZITIE
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C microRNA Gene miTG Score
1 hsa-miR-4424 SMADS5 (ENSGooooo113658) 0.967462 .
Gene Description: MOTHERS AGAINST DECAPENTAPLEGIC HOMOLOG 5 (MOTHERS AGAINST DFP HOMOLOG sHSMAD s} SMADS)
(HEMADS)(IVE-1) [SOURCE: UNIPROTKB/SWISS-PROT; ACC-Qog717]
PubMed Limbs: miRNA | gene | both
KEGG Pathways: 'GF-heta si ng pathway
Gene Links: Prat-:: @

ENSToooong98807

Region Binding Type Position Score Conservation
UTR3 Brmer 208 - 216 o.0z8778 3 o
UTR3 Gmer 83z- 840 0.00728413 9 v
UTR3 Bmer 3587 - 3505 0.00215591 2 d
UTR3 Gmer 4574 - 4582 0.00327654 3 v
UTR3 Gmer 4869 - 4877 0.00489881 4 v
UTR3 Fmer 5206 = 5214 0.0198154 10 d
2 hsa-miR-g424 ZFHX.3 (ENSGo0000001656) 0.967142 v
3 hsa-miR-4424 SPAG16 (ENSGOD000144451) 0.965539 "
4 hsa-miR-4424 GNA1z (ENSGOo0o00146535) 0902606 ¥
5 hsa-miR-4424 PURA (ENSGo0000185129) 0.958084 v
6 hsa-miR-g424 USP38 (ENSGoo000170185) 0.056483 v
7 hsa-miR-4424 ODFzL (ENSG00000122417) 0.04845 v
8 hsa-miR-g424 CAPNio (ENSGooooo142330) 0.943663 v
9 hsa-miR-4424 ERBBzIP (ENSGoo000112851) 0.037513 .

Gene Description: PROTEIN LAP2 (ERBB2-INTERACTING PROTEIN) ERBIN ) DENSIN-180-LIKE PROTEIN)
[SOURCE: UNIPROTEB/SWISS-PROT; ACC:QgoRT1]
PubMed Links: miRNA | gene | both
KEGG Pathways:
Gene Links: Prot :; @
ENSTo0000380036
Region Binding Type Position Score Conservation
UTR3 Bmer 785-703 00226542 G v
UTR3 Gimer 1812 - 1820 00103856 11 v
UTR3 Fmer 1829-1837 002193 n v
10 hsa-miR-4424 ATLz (ENSGooooo119787) 0.932 v
i hsa-miR-4424 ENSGooooozo5182 0.930343 v
12 hsa-miR-g424 RAB10 (ENSGoooooo84733) 0.928100 *
13 hsa-miR-4424 ATP2B1 (ENSGO0000070961) 0.92445 "
hsa-miR-4424 WDR45 (ENSG00000196998) 0.923235 v
15 hsa-miR-4424 WAPAL (ENSGoo000062650) 0919155 v

Figura Al: Ejemplos de genes diana de los microRNA parcialmente homoélogos a la secuencia de shRNA
scramble (A) hsa-miR-1306-3p, (B) hsa-miR-4435, (C) hsa-miR-4424 Datos obtenidos en DIANA-microT-CDS
v. 5.0 (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/micro-CDS/index.php?r=search).
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