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Resumen

1. Resumen

La via Wnt/[-catenina esta frecuentemente activada en el hepatocarcinoma
celular (HCC). B-catenina activa se acumula en el citosol y en el nacleo, donde
promueve la proliferaciéon celular uniéndose a los factores LEF/TCF, entre ellos
TCF4. El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-p1) participa en los
procesos de arresto celular y apoptosis y actiia a través de las proteinas Smads. Una
forma de interaccion entre las vias Wnt/[-catenina y TGF-1/Smads es mediante la
asociaciéon de Smads con el complejo nuclear TCF4/B-catenina. Por otra parte,
FoxO3a es miembro de la clase O de factores de transcripcion forkhead box y esta
implicado en procesos tales como arresto celular y apoptosis. FoxO3a interactia en
el nicleo con B-catenina y con Smads para modular la transcripcion génica. La
senalizacion de FoxO3a es regulada negativamente por las quinasas Akt, IKKf y
Erk y positivamente por las quinasas JNK y p38. El interfer6n alfa (IFN-a)
presenta propiedades antiproliferativas y proapoptoéticas y se sugiere una potencial
eficacia de la terapia con esta citoquina para el tratamiento del HCC. En este
trabajo de tesis analizamos los efectos de IFN-a2b y de TGF-B1 sobre la
proliferacion celular y la apoptosis y sobre la via Wnt/B-catenina, los
intermediarios Smads, el factor FoxO3a y su modulacion por quinasas y la
interaccion entre estas senales, en las lineas de HCC HepG2/C3A y Huh7. La
respuesta global de las células a los tratamientos con IFN-a2b y con TGF-f1 fue la
disminucién de la proliferacion y el incremento de la apoptosis. IFN-a2b y TGF-f31

atenuaron la via Wnt/[-catenina disminuyendo los niveles proteicos de -catenina

y del receptor de la via Frizzled7 y la interacci6on entre -catenina y TCF4. Los
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niveles de la forma truncada de B-catenina presente en HepG2/C3A también se
redujeron luego de los tratamientos. Ambas citoquinas disminuyeron el contenido
de las proteinas Smads y su asociacién con TCF4. En conjunto, estos resultados
indicarian la reduccién de la formacién de complejos Smads/TCF4/p-catenina en
presencia de IFN-a2b y de TGF-B1. El tratamiento con Wnt3a, que acttia como
ligando de la via Wnt/[-catenina, elev) los niveles de la proteina (B-catenina y de
los intermediarios Smads, indicando que la activacion de via Wnt/B-catenina
genera el incremento de los niveles proteicos de Smads. Por otro lado, el
tratamiento con IFN-a2b disminuy6 los niveles proteicos de las formas activas de
Akt, IKKP y Erk e incrementd los niveles de las formas activas de JNK y p38.
Adicionalmente, IFN-a2b elevo los niveles nucleares de FoxO3a y este proceso
estuvo mediado por la modulacién de Akt, IKK, Erk y p38 por la citoquina. Al
mismo tiempo, la estimulacion de las células con IFN-a2b increment6 la asociacion
de FoxO3a con B-catenina y con Smads, lo cual implicaria un desplazamiento de f3-
catenina y de Smads desde TCF4 hacia FoxO3a. Esto disminuiria la actividad
transcripcional de TCF4 contribuyendo a la atenuacion de la via Wnt/B-catenina
causada por IFN-a2b y, ademas, aumentaria la actividad del factor de transcripcion
FoxO3a. En conclusion, las citoquinas IFN-a2b y TGF-31 mostraron ser efectivas
como moduladores de la via Wnt/-catenina en lineas de HCC tanto en presencia
de [-catenina salvaje como de su forma truncada. Adicionalmente, el
desacoplamiento de los complejos Smads/TCF4/p-catenina contribuiria a
contrarrestar la hepatocarcinogénesis, ya que la accion global de las citoquinas fue

disminuir la proliferaciéon celular y aumentar la apoptosis. El aumento nuclear de
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FoxO3a, su asociacién con Smads y con [B-catenina y la regulacion de Akt, IKKf,
Erk, JNK y p38 mediada por IFN-a2b, colaborarian en estos eventos. Asi, estos
hallazgos tendrian relevancia en el futuro disefio de estrategias terapéuticas para

pacientes con HCC que dirijan las respuestas celulares hacia la supresion tumoral.
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2. Introduccion

2.1. Cancer

2.1.1. Una perspectiva historica

El cancer no es una enfermedad que se originé en el mundo moderno. La
descripcién mas vieja de un cancer humano se encontré en un papiro Egipcio
escrito entre el 3000 y 1500 AC y se refiere a tumores de mama. Asimismo, el
espécimen més antiguo fue encontrado en los restos de un craneo femenino que se
remontan al 1900-1600 AC. Del mismo modo, los restos momificados de los
esqueletos de los incas del Perti, que datan de 2400 afios atras, contenian lesiones
sugestivas de melanoma maligno. Incluso es posible que los antepasados de
nuestra especie hayan desarrollado cancer. El arqueotlogo Louis Leakey encontro
un hueso de mandibula de Homo erectus en 1932, que presentaba una estructura
propia de un tumor y mas tarde se determin6 que se debia a un linfoma de Burkitt
(1, 2).

La palabra cancer fue introducida por el fisico griego Hipdcrates (460-370
AC). El utilizé6 los términos de origen griego “carcinos” y “carcinoma”, en
castellano cangrejo, debido a que las proyecciones de un cancer se parecian a las
patas de este animal. A continuacion, el fisico romano Celso (28-50 AC) tradujo el
término griego al latin (“cancer”) y Galeno (130-200 DC), otro fisico romano,
utiliz6 la palabra de origen griego “oncos” (en -castellano hinchazén o
protuberancia) para describir a los tumores (1, 2).

En el siglo XIX, se descubri6 accidentalmente la quimioterapia, tras

4
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observar que soldados expuestos al gas mostaza durante la Segunda Guerra
Mundial, desarrollaban una supresion toxica de la médula 6sea (2).

Finalmente, en el siglo XX se desplegd un mayor conocimiento acerca de la
biologia del cancer, al conocerse gran parte de los mecanismos genéticos y
moleculares implicados. Ademas, el cancer pas6 de ser considerado una
enfermedad del cuerpo, a una enfermedad de los tejidos, para convertirse
posteriormente en una enfermedad a nivel celular (3).

Dado que la esperanza de vida aumenté draméaticamente durante el siglo
XX, gracias a los avances en la salud publica y en la medicina moderna, mas gente
vive lo suficiente como para desarrollar cancer. Como consecuencia, esta
enfermedad ha sido considerada como el mayor problema en cuestiones de salud

publica desde mediados del siglo XX.

2.1.2. La enfermedad y su desarrollo

El desarrollo del cancer es un proceso de miltiples etapas y conduce a la
transformacion de células normales en sus derivadas malignas (4). Durante esta
transformacion, se generan alteraciones genéticas progresivas en dos grupos de
genes: protooncogenes y genes supresores de tumores. Los productos de los
protooncogenes controlan la divisiéon y diferenciacion celular. Mutaciones en los
protooncogenes producen oncogenes con funciéon dominante que causan la division
celular descontrolada. Los productos de los genes supresores de tumores
antagonizan la accion de los protooncogenes, mediante la activacion de puntos de

control del ciclo celular, reparaciéon de errores del ADN o induccion de muerte
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celular programada o apoptosis. Alteraciones en los genes supresores de tumores
con pérdida recesiva de su funcién favorecen el desarrollo tumoral (5).

Ademas, existe una serie de alteraciones esenciales en la fisiologia celular
que conducen al crecimiento maligno de una célula y que representan nuevas
habilidades adquiridas por la misma durante su transformacién. Estas son:
autosuficiencia respecto a senales de crecimiento (produciendo sus propios factores
de crecimiento y receptores de membrana), insensibilidad ante senales inhibitorias
del crecimiento, evasién a la muerte celular programada, potencial replicativo
ilimitado (causado por la desregulacion del ciclo celular), angiogénesis sostenida,
invasion tisular y metéastasis, reprogramaciéon del metabolismo energético (para
sostener maés efectivamente la proliferacion) y escape a la destruccion inmune. A su
vez, la inestabilidad gendémica (que genera mutaciones) y la inflamacion promovida
por el tumor (llevada a cabo por las células del sistema inmune), contribuyen a la
adquisicion de las habilidades mencionadas. Se ha sugerido que todas estas
modificaciones son compartidas por la mayoria y tal vez por todos los tipos de

tumores humanos (6, 7).

2.1.3. Hepatocarcinoma celular (HCC)

A nivel mundial, el cancer de higado es el quinto tipo de céncer més
frecuente en hombres y, debido a su pobre pronostico, es la segunda causa de
muerte por esta enfermedad. En mujeres, es el séptimo tipo de cancer mas
frecuentemente diagnosticado y la sexta causa de muerte (8). Se estima que
durante el ano 2008 se diagnosticaron cerca de 750.000 nuevos casos de cancer de

higado y ocurrieron cerca de 700.000 muertes a causa del mismo, indicando que la

6
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mayoria de los nuevos casos murieron eventualmente de la enfermedad. En
Argentina, la incidencia en el 2008 fue de 4,6/100.000 (1.050 casos) en hombres y
2,5/100.000 (807 casos) en mujeres, mientras que la mortalidad fue de
4,4/100.000 (1.010 casos) en hombres y 2,4/100.000 (781 casos) en mujeres
(http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/liver.asp).

Entre los diferentes tipos de cancer primarios de higado, el principal subtipo
histolégico es el hepatocarcinoma celular o carcinoma hepatocelular (HCC, del
inglés hepatocellular carcinoma) que afecta a los hepatocitos y que representa
hasta el 85% del cancer de higado total a nivel mundial (9). Generalmente, el HCC
se desarrolla en pacientes con enfermedades hepaticas cronicas causadas por
hepatitis virales (hepatitis B o C), consumo excesivo de alcohol (cirrosis etilica) o
enfermedades metabolicas congénitas (ej: hemocromatosis primaria, enfermedad
de Wilson) o adquiridas (ej: esteatohepatitis no alcohélica asociada a la diabetes o
la dislipidemia) (10). Ademas, las dietas poco saludables, el sedentarismo y la
obesidad se han asociado con un alto riesgo de HCC (11).

Al desarrollo y progresiéon del HCC hacia una enfermedad croénica se lo
denomina hepatocarcinogénesis. Al igual que para la mayoria de los tipos de
canceres, la hepatocarcinogénesis es un proceso de multiples etapas que involucra
la acumulacion de diversas alteraciones genéticas y epigenéticas que, en ultima
instancia, conllevan a la transformacion maligna del hepatocito. Este tipo de
alteraciones, asi como su secuencia de apariciéon, son muy variables (12, 13). De
esta manera, el crecimiento y la progresion de un HCC diferenciado generalmente
ocurre a partir de diferentes lesiones microscopicas denominadas “focos de

hepatocitos alterados”, cada una de ellas con un perfil génico y epigenético propio.
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Esto produce heterogeneidad no s6lo entre diferentes HCCs sino también dentro de

un mismo tumor (14, 15).

2.1.4. Utilizacion de lineas de carcinoma humano

Las lineas celulares derivadas de carcinomas humanos han sido cruciales
para comprender la biologia del céncer y para el desarrollo de drogas
anticancerigenas. En consecuencia, han sido el modelo experimental més utilizado
para el estudio del cancer (16, 17). Mas adn, estos cultivos celulares brindan la
oportunidad no sélo de evaluar los efectos antitumorales de los nuevos agentes,
sino también su citotoxicidad (17-22).

Las lineas celulares presentan varias ventajas sobre otros modelos. En
primer lugar, son ficiles de mantener y de manipular y proveen resultados
reproducibles al utilizar el mismo protocolo. Ademéas, permiten el estudio de
células tumorales en un ambiente simple y controlado. Por otra parte, el uso de
lineas celulares con aberraciones genéticas definidas, permite inferir qué pacientes
podrian responder a una dada terapia (17, 18, 21). Asimismo, las lineas celulares
humanas son muchas veces el modelo de estudio elegido debido a que los
mecanismos oncogénicos pueden diferir entre animales y humanos (23).

Por otra parte, las desventajas ligadas al uso de lineas celulares tumorales
son que so6lo representan una “instantanea” de la evolucion de un tumor y que no
reproducen la heterogeneidad del microambiente tumoral, ni la naturaleza
heterogénea de los tumores en un paciente y entre pacientes. Estas variaciones
genéticas y epigenéticas hacen necesario recurrir a la utilizacion de més de una

linea celular en un determinado estudio (17, 20, 21).
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2.2. Via de senalizacion Wnt

2.2.1. Los comienzos de la sefializacion Wnt

La via de senalizacion Wnt es una ruta altamente conservada entre diversos
organismos y es esencial para el desarrollo embrionario temprano de organismos
superiores. De hecho, se ha demostrado que diversas alteraciones en la via
conllevan a malformaciones embrionarias (24).

Los primeros pasos en la investigacion de la sefializacion Wnt fueron dados
en la década de 1970, cuando se identifico una mutacion en un gen de Drosophila
melanogaster que originaba un fenotipo sin alas. Debido a esta morfologia
particular, al gen se lo denomin6é wingless (wg) (25, 26). Estudios genéticos y
bioquimicos posteriores realizados con diversos fenotipos mutantes de Drosophila
melanogaster, establecieron la existencia de varios genes involucrados en defectos
del desarrollo embrionario de la mosca, similares u opuestos a los observados con
mutantes wg (27-29). Posteriormente, estos genes fueron ordenados para
conformar una ruta de sefializacion y se establecieron relaciones bioquimicas entre
sus productos proteicos (30-36).

Por otro lado, Nusse y col. (37) observaron la activacion del gen Int-1 en
tumores de mama de ratones infectados con el virus de tumor mamario de ratéon
(MMTV, del inglés mouse mammary tumour virus). Pocos afios mas tarde, se
determiné que Int-1 era el homoélogo en mamiferos del gen wingless de Drosophila
melanogaster (38, 39) y comenzo el estudio de la via wingless en mamiferos. Para
unificar el nombre de la via en las diferentes especies, la misma se denomin6é Wnt,

que resulta de la contraccion entre wingless e Int-1 (40).
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2.2.2, Ligandos Wnt y sus vias de senalizacion

Las proteinas Wnt representan una gran familia de proteinas glicosiladas,
palmitoiladas y ricas en cisteina, que son secretadas por células eucariotas y que
actian de manera paracrina (41). A nivel celular, las proteinas Wnt regulan
diversos procesos como proliferacion, apoptosis, diferenciacion, generaciéon de
polaridad celular y renovacion de células madre (24, 42, 43). Hasta el presente, se
han identificado y caracterizado 19 genes que expresan proteinas Wnt en el ser
humano. Ademaés, han sido descriptos mas de 100 genes blanco de la sefializaciéon
Wnt en diversas especies (41, 42).

La senalizacion Wnt comienza cuando un ligando Wnt se une a su receptor
en la membrana plasmatica. La sefializacion mas estudiada y mejor caracterizada
es la via Wnt/[3-catenina o Wnt canénica. Ademas, entre las vias independientes de
B-catenina o no candnicas, se encuentran la via Wnt/polaridad celular plana (PCP)
y la via Wnt/Caz2+. Estas vias no se conocen en detalle y si bien se han estudiado y
dilucidado parcialmente en Drosophila y en Xenopus, no se comprende muy bien
su funcion biologica en mamiferos. Ademas, a diferencia del gran interés que
despierta la via Wnt/p-catenina debido a su relaciéon con la tumorigénesis, es
incierto el rol de las vias no canonicas en este proceso (44, 45).

Las proteinas Frizzled son los receptores primarios de los ligandos Wnt (46)
y son miembros de la gran familia de receptores acoplados a proteina G de 7
dominios transmembrana (47). En humanos, se han definido 11 isoformas de
receptores Frizzled (47, 48). De esta manera, distintas combinaciones de pares de
ligandos Wnt y receptores Frizzled pueden activar cada una de las sefializaciones

Wnt y conducir asi a respuestas celulares tnicas (41). En el higado de ratones
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adultos, por ejemplo, se encontr6 que normalmente son expresados 11 ligandos

Wnt y 9 receptores Frizzled, reflejando esto la gran diversidad de funciones que

puede desencadenar la sefializacién Wnt dentro de un unico tejido (49, 50).
Finalmente, la proteina Dishevelled (Dvl) interactta con un dominio

citoplasmatico de Frizzled, transmitiendo la senal Wnt al interior celular (35, 51,

52).

2.2.3. Via de seializacion Wnt/pB-catenina

La via Wnt/[(-catenina o Wnt candnica tiene un rol central en el desarrollo
embrionario y en la homeostasis del tejido adulto, participando en procesos de
proliferacion, diferenciacion, movilidad, adhesion, regeneracion, entre otros (43,
53-55).

La proteina [}-catenina se aislé originalmente en células de mamifero como
una proteina asociada a E-cadherina, que es una molécula de adhesion de la
membrana celular. El nombre “catenina” proviene de la palabra en latin “catena”
que significa cadena y refleja el rol de esta proteina en asociar a E-cadherina con el
citoesqueleto de actina (56, 57).

En la figura 2.1 se esquematiza la via Wnt candnica. En ausencia de un
ligando Wnt, la mayor parte de B-catenina se encuentra presente en las uniones
adherentes celulares. Alli, junto a la proteina a-catenina, conectan a la proteina E-
cadherina al citoesqueleto de actina (56). Fuera de las uniones adherentes, los
niveles de [-catenina son bajos debido a un proceso de degradaciéon proteica
eficientemente regulado. La poblacion de [-catenina libre en el citosol es

reconocida y capturada por un “complejo multiproteico de destruccion”
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conformado por la proteina supresora de tumores APC (del inglés adenomatous
polyposis coli), Axina 1/2, Glucogeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3[) y Caseina
quinasa 1 (CK1) (58-62). Dentro de este complejo, -catenina es fosforilada en
residuos especificos y conservados del extremo amino terminal, en primer lugar
por CK1 (Ser45) y posteriormente por GSK3[3 (Ser33, Ser37 y Thr41) (63-66). Una
vez fosforilada, f-catenina es reconocida por la proteina E3 ubiquitina ligasa -
TrCP, que la poliubiquitina para su posterior degradaciéon proteosomal (67).

Por el contrario, la activacion de la via se logra mediante la union de un
ligando Wnt a un receptor Frizzled en la membrana plasmatica, lo que permite la
asociacién de este ultimo con el coreceptor LRP5/6 (del inglés low density
lipoprotein (LDL) receptor-related protein 5/6), especifico de la via Wnt canonica
(68-70). El complejo Frizzled-LRP5/6 interactiia con la proteina Dvl, que recluta
entonces a axina, GSK3p y CK1i. Las quinasas GSK3p y CK1 fosforilan a LRP5/6,
que atrae a su vez a una mayor cantidad de axina, GSK3fp y CK1 a la membrana
plasméatica. Este mecanismo conduce al desacoplamiento del complejo
multiproteico de destruccion, generandose asi la liberacién de B-catenina y su
posterior estabilizaciéon y acumulacion en el citosol (71-73). La acumulacion
citosolica de B-catenina permite su translocacidon nuclear y su asociacién con los
factores de transcripcion LEF/TCF (del inglés lymphoid enhancer factor/T cell
factor). p-catenina actGa en el complejo nuclear como un coactivador
transcripcional, estimulando la expresion de varios genes involucrados en el
crecimiento y en la proliferaciéon celular (53, 54, 74). Cuando [B-catenina no tiene
acceso al nucleo, los factores LEF/TCF se encuentran unidos a los corepresores

Grg/TLE (del inglés groucho related gene/transducin-like enhancer of split), lo
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cual impide la expresion de los genes blanco de la via (775-77).

w W Wnt
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Frizzled Frizzled
LRP5/6
_— = —
E-cadherina - "“‘-\\
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/

LRP5/6

€0, . T
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Figura 2.1: Via de sentalizacion Wnt/-catenina. Izquierda: en ausencia de un ligando Wnt,
los niveles de B-catenina son regulados eficientemente por un complejo multiproteico de
destruccion formado por APC, Axina, GSK3p y CK1. B-catenina es fosforilada en este complejo y
finalmente degradada en proteosomas. La transcripcion de los genes blanco de la via se mantiene
reprimida. Derecha: La unién de un ligando Wnt al complejo Frizzled/LRP5/6 desencadena una
serie de senales intracelulares que conducen a la desestabilizacion del complejo multiproteico de
destruccion. Esto permite la acumulacién citosodlica de f-catenina y su migraciéon al nicleo, donde
se une a los factores LEF/TCF. Se produce asi la transcripcion de los genes blanco de la via a partir
del complejo LEF/TCF/[-catenina.

2.2.4. La via de seinalizacion Wnt/f-catenina y su relacion con el HCC

La senalizacibn Wnt/[B-catenina es una de las principales vias que se
encuentra desregulada en el HCC (78-81). La primera evidencia de esta
desregulacion fue la localizacién anormal de proteinas cadherinas y cateninas en el
HCC, mediante inmunohistoquimica (82). Posteriormente, un estudio mas
exhaustivo identific6 la presencia de mutaciones en el exon 3 del gen CTNNB1 que

codifica [B-catenina, en un 20-40% de HCCs humanos. Estas mutaciones se
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corresponden con los sitios de fosforilacién para CK1 y GSK3[ y van a impedir asi
la fosforilacion y subsiguiente degradacion proteosomal de B-catenina (83-89).
Adicionalmente, se inform6 la acumulacion de -catenina citosolica y/o nuclear,
tanto mutada como salvaje, en un 50-90% de los HCCs humanos (49, 83, 86, 90).
También se describieron mutaciones de pérdida de funcion para los genes que
codifican Axina 1 (3-16% de HCCs) y 2 (3-10% de HCCs) (86, 91-93) y la
sobreexpresion del receptor Frizzled7 (hasta en un 90% de HCCs) (94-96). Otros
mecanismos responsables de la activaciéon de la via Wnt candnica descriptos en
HCCs incluyen la disminuciéon de la expresiéon de E-cadherina (97, 98) y la
sobreexpresion del ligando Wnt3 (94, 99) y de una forma inactiva de GSK3p (100).

En todos los casos, el resultado final de la activacion anormal de la
senalizacion Wnt/[-catenina es la acumulacion de B-catenina y su migracion al
nucleo, donde puede inducir la transcripcion de sus genes blanco. Esto tiene un

impacto global en el crecimiento y en el desarrollo del tumor (78-81).

2.3. Factor de crecimiento transformante beta (TGF-3)

2.3.1. Generalidades

Si bien existen 6 isoformas del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-p), solamente las isoformas TGF-f1, TGF-B2 y TGF-33 se expresan en tejidos
de mamiferos (101-103). TGF-B1 es la isoforma mejor caracterizada y es
considerada, adema4s, el prototipo de la familia. Asimismo, fue el primer miembro
en aislarse y caracterizarse en 1983, cuando se descubri6 debido a su habilidad de

inducir (“transformar”) un comportamiento maligno en fibroblastos normales,
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capacidad que le dio su nombre (104). Ademés, TGF-B1 es la isoforma
predominante y es secretada por practicamente todos los tipos celulares, mientras
que TGF-B2 y TGF-3 se expresan en un espectro més limitado de células y tejidos
(105).

Los factores TGF-3 son citoquinas producidas y secretadas tanto por células
del sistema inmune como por células no inmunes y estan involucrados en un
amplio rango de procesos como diferenciacién, desarrollo embrionario,
proliferacion, angiogénesis, regulacion de la inflamacion, cicatrizacion de heridas,
produccion de matriz extracelular y apoptosis (106, 107). Adicionalmente, estos
factores son ampliamente conocidos como supresores tumorales, ya que tienen la
capacidad de inhibir la proliferaciéon de la mayoria de las células, incluyendo
linfocitos y células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas (108, 109).

Los factores TGF-f se sintetizan y secretan al exterior celular como
precursores biolégicamente inertes, quedando retenidos en la matriz extracelular
como parte de un “complejo latente”. TGF- puede ser liberado de este complejo,
entre otros mecanismos, por proteasas, integrinas y especies reactivas del oxigeno

(110, 111).

2.3.2. Seinalizacion de los factores TGF-3

Una vez liberados del complejo latente, los factores TGF-f inician su
senalizacion mediante la uniéon a su complejo de receptores en la membrana, que
esta constituido por dos Ser/Thr quinasas (TBRI y TBRII). TBRII se une a TGF-fy
forma un complejo con TPRI. Dentro del complejo, TBRII fosforila y activa a TBRI,

que recluta entonces a los mediadores citoplasméaticos Smads (del inglés Sma and
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mothers against decapentaplegic) con el fin de propagar la sefial al interior celular
(figura 2.2) (112, 113).

Existen un total de 8 proteinas Smads en humanos, que pueden ser divididas
en tres grandes grupos basados en sus propiedades funcionales: Smads reguladas
por receptor (R-Smads: Smads 1, 2, 3, 5y 8), Smads comunes (Co-Smads: Smad4)
y Smads inhibitorias (I-Smads: Smads 6 y 7). Las R-Smads que median la
senalizacion de TGF- son las Smads 2 y 3 (114, 115). Al mismo tiempo, Smad6
tiene poca efectividad en inhibir la via de TGF-f3, por lo que Smad7 es la I-Smad

que inhibe con maés potencia esta senalizacion (116-118).

TGF-p
/. latente

TGF-p
activo

= v’
N I =

Smad7

mac2/

¢ Smad4 >

Smad7

coactivadores/
corepresores

Figura 2.2: Via de senalizaciéon
TGF-B/Smads. La unién de TGF-§ a
TBRII induce su heteromerizacion con
TPRI. TPRII fosforila y activa a TPRI,
quien luego fosforila y activa a los
mensajeros intracelulares de la sefal
de TGF-f, Smads 2 y 3 (Smad2/3).
Smads 2 y 3 activadas se unen a Smad4
y migran al nicleo, donde se asocian a
coactivadores y corepresores para
regular la transcripciéon de los genes
blanco de la via. Smady actda
inhibiendo la sefhalizacion.

Luego de la activacion de TBRI, Smad2 y Smad3 se asocian transitoriamente
con el receptor y son directamente fosforiladas por la actividad quinasa de TPRI

(106, 112). Una vez fosforiladas, Smads 2 y 3 forman un complejo heteromérico con
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Smad4, que migra al ntcleo e interactia con otros factores de transcripcion, tanto
coactivadores como corepresores, para regular positiva o negativamente la
transcripcion de los genes blanco de la via (figura 2.2) (114, 119).

En respuesta a TGF-3, Smad7 migra desde el nicleo al citosol para inhibir la
via, uniéndose a los receptores y bloqueando el acceso y fosforilacion de R-Smads
mediado por TPRI (115, 120, 121). Simultdneamente, Smad7 permanece en el
nicleo donde se une a los complejos R-Smads/Co-Smads, interfiriendo con la
transcripcién génica (122). Asimismo, la sefializacion de TGF-f estimula la
expresion del gen Smad7, proveyendo un mecanismo de retroalimentacién

negativa de la via (121).

2.3.3. Rol de los factores TGF-f§ en el HCC

En los hepatocitos, los factores TGF-3 son capaces de inhibir la proliferacion
celular e inducir la apoptosis, tanto in vitro como in vivo, controlando asi el
crecimiento excesivo con la finalidad de preservar el tamano del higado. De esta
manera, TGF-f3 actia como un importante regulador de la homeostasis celular
(123, 124). Al mismo tiempo, TGF- actiia como un factor antitumoral al generar
arresto celular y apoptosis en hepatocitos de higados preneoplasicos y en diversas
lineas de HCC (125-134).

Sin embargo, modificaciones en los componentes de la via de sefializacion de
TGF-[3 pueden hacer que las células tumorales se vuelvan refractarias a los efectos
inhibitorios de este factor. Paradéjicamente, estas aberraciones genéticas y
epigenéticas haran que TGF-f3 pase de ser un supresor a un promotor tumoral,

promoviendo el crecimiento celular, supervivencia y metastasis (109, 135-137).
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Adicionalmente, una sefalizacion de TGF-f intacta también es capaz de
contribuir a la carcinogénesis (106, 113, 135, 138). De esta manera, la funcion de
TGF-f3 en el cancer no es del todo clara y esto podria deberse a que la respuesta
celular final seria dependiente del contexto y del tipo celular. De hecho, se sabe que
TGF-p interactia con otras sefalizaciones, muchas de las cuales estan implicadas
en el desarrollo tumoral. Asi, la cooperacién entre una via de TGF-f intacta y
senalizaciones oncogénicas, modificarian el comportamiento de la senalizaciéon de

TGF-f explicando, al menos en parte, el papel bidireccional de TGF-f en el cancer

(135, 138).

2.3.4. Interaccion entre las vias de TGF-§ y Wnt/f3-catenina

La primera interaccidon caracterizada entre las vias de TGF-f y Wnt/[3-
catenina, estuvo dada por la asociacién de Smads 2, 3 y 4 al complejo nuclear
LEF/TCF/B-catenina sobre el promotor del gen twin de Xenopus (139, 140). Desde
ese momento, se describio la colaboracion entre ambas vias de sefializaciéon en
numerosos modelos de vertebrados e invertebrados y se sabe que la interaccion
coordinada de las vias es critica para el desarrollo embrionario. Ademas, la
cooperacion de ambas vias es clave para mantener la homeostasis celular, mientras
que su desregulacion esta vinculada a la carcinégenesis (141-145). Sin embargo, no
estd del todo claro su rol en la tumorigénesis, ya que los efectos sobre la
proliferaciéon y la apoptosis parecen depender del modelo o del tipo celular
empleado para el analisis (146-150).

Un modo de interaccion descripto es la asociacion de Smads 2, 3, 4y 7 con el
complejo LEF/TCF/B-catenina en el nudcleo, que desencadena la regulacion
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diferencial de distintos genes blanco (147, 148, 150-152). Se ha sugerido que los
efectos especificos sobre diferentes promotores estdn modulados por alteraciones
dentro del complejo, en las cantidades de cada Smad, LEF/TCF, B-catenina y de
otros coactivadores y corepresores (147). Esto permitiria una regulaciéon de la
expresion génica dependiente del contexto y tipo celular.

Otra forma de interacciéon ocurre mediante la asociacion de Smads con
diversos componentes de la via Wnt canonica en el citosol. Asi, se informé la
asociacién de Smads con Axina 1y 2 (153, 154), con [-catenina (150, 155-160) y con
Dvl (145, 161, 162).

Durante la integracion de las vias de senalizacion de TGF-B y Wnt/[3-
catenina, el repertorio funcional individual de cada una de ellas se expande atin
méas mediante la interaccion de las senales en multiples niveles de cada via. Esto
crea la posibilidad de especificidad y versatilidad en la sefalizacion conjunta en
diferentes contextos celulares. De esta manera, los genes activados por cada via o
por la interaccién de ambas, son diferentes. Ademas, mientras que la senalizacion
Wnt candnica es claramente prooncogénica, la via TGF-f3 es contexto especifica,
manifestando tanto efectos inhibitorios como proliferativos (140, 142). Finalmente,
las proteinas Smads pueden ser inducidas en ausencia de TGF-3 por otras vias de

senalizacion, aportando mayor complejidad a la interaccion (115, 163, 164).

2.4. Clase O de factores de transcripcion forkhead box (FoxO)

2.4.1. Generalidades

El gen forkhead se descubri6 a finales de la década de 1980 en Drosophila
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melanogaster y se denominé de esta manera debido a que embriones mutantes en
este gen eran defectuosos en la formacion de estructuras terminales que
normalmente dan lugar al intestino anterior y posterior, lo que resultaba en una
estructura tipo horquilla (165, 166). Actualmente, se han identificado mas de 2.000
genes forkhead en 108 especies de animales y hongos (50 genes en humanos) (167,
168). La nomenclatura actual para esta familia de proteinas se introdujo en el afio
2000, momento en el cual se adopt6 el termino “forkhead box” (Fox) y las
proteinas se agruparon en 19 subfamilias o subclases (representadas por una letra,
desde la A a la S: FoxA-FoxS), basandose en el porcentaje de conservacion de la
secuencia de aminoacidos (169).

Las proteinas Fox funcionan como factores de transcripcion tanto para
inhibir o activar la expresion de sus genes blanco (170) y cumplen multiples
funciones durante el desarrollo embrionario y en el organismo adulto (171).

La clase O de factores de transcripcion Fox (FoxO, del inglés forkhead box O
class) se encuentra altamente conservada entre especies. En mamiferos, esta
constituida por los miembros FoxO1 (FKHR), FoxO3a (FKHRL1), FoxO4 (AFX) y
FoxO6 (171). Mientras que los ARNm de FoxO1, FoxO3a, y FoxO4 estan expresados
en diferentes grados en todos los tejidos (172-174), el ARNm de FoxO6 se
encuentra predominantemente expresado en cerebro (175).

Los factores de transcripcion FoxO participan en diversos procesos como
diferenciacion celular, reparacién del ADN, metabolismo, arresto del ciclo celular,

muerte celular y proteccion contra el estrés oxidativo, entre otros (176).
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2.4.2. Regulacion de los factores FoxO

Debido a que los factores FoxO son un punto de convergencia de varias rutas
de senalizacion, su actividad esta cuidadosamente controlada a multiples niveles,
incluyendo la iniciacion de su expresién génica, su localizaciéon subcelular y su
degradacion proteica (177). Entre los mecanismos responsables de estos procesos
se encuentran la fosforilacion en residuos de Ser/Thr/Tyr, la acetilacion y
desacetilacion de Lys, la metilacion de Arg y la conjugacion con ubiquitina (178).

Las modificaciones en FoxOs se producen predominantemente en el
contexto de dos modelos de sefalizacion celular: 1) sefiales de insulina y factores de

crecimiento y 2) sefiales de estrés celular, especialmente estrés oxidativo (167, 176).

2.4.2.1. Fosforilacion de los factores FoxO en respuesta a insulina y a
factores de crecimiento

Las quinasas Akt (también llamada PKB, del inglés protein kinase B), IKKf(3
(del inglés IxB kinase B) y Erk (del inglés extracellular-signal-regulated kinase)
fosforilan a las proteinas FoxO en diferentes sitios conservados, en respuesta a la
insulina o a factores de crecimiento (figura 2.3) (179-182).

Ante un estimulo, la enzima Akt fosforila a los factores FoxO1, FoxO3a y
FoxO4 en tres sitios regulatorios claves (Thr32, Ser253 y Ser315 en la secuencia de
FoxO3a). Estas fosforilaciones incrementan la asociacion de FoxOs con las
proteinas chaperonas 14-3-3, lo que promueve su salida del nucleo y de esta
manera, el secuestro de estos factores en el citosol. Como resultado, la actividad
transcripcional de FoxOs se mantiene reprimida (176, 179, 183, 184). Ademas, una

vez en el citosol, los factores FoxO son marcados mediante ubiquitinaciéon y
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degradados en proteosomas (185-187).

Adicionalmente, IKKp fosforila a FoxO3a en la Ser644 (188), mientras que la
quinasa Erk lo hace en las serinas 294, 344 y 425 (189). FoxO1 también es
fosforilada por Erk en 9 residuos de Ser (190). Al igual que en el caso de Akt, la
fosforilacién de FoxOs por IKKp y Erk resulta en la translocacion de FoxOs desde el

nucleo al citoplasma y su posterior ubiquitinacién y degradacién proteosomal (189,

191, 192).

Insulina o Factores
de Crecimiento

Figura 2.3: Regulacion de los
Jactores de transcripcion FoxO por
insulina y factores de crecimiento.
En presencia de insulina o de factores de
crecimiento, se transmiten senales al
interior celular que conducen a la
fosforilacién y activacién de las quinasas
Akt, IKKP y Erk. Una vez activadas, estas
quinasas migran al nicleo y fosforilan a los
factores FoxO, que se translocan entonces
al citosol asociados a las chaperonas 14-3-
3. Asi, FoxO permanece secuestrado en el
citosol. Ademéas, FoxO es marcados
mediante ubiquitinacién y degradado en
proteosomas. Como resultado de esta
modulaciéon, la transcripcion  génica
dependiente de FoxO se encuentra inhibida
y se ven favorecidos procesos como
Proliferacién celular, sensibilidad al estrés, proliferacion celular, sensibilidad al estrés
supervivencia celular. y supervivencia celular.

2.4.2.2. Fosforilacion de los factores FoxO en respuesta a estrés

Distintos tipos de estrés tales como el estrés oxidativo, el golpe térmico o la
radiacion UV, inducen la fosforilacion de los factores FoxO en varios sitios
conservados (190, 193). Las quinasas c-Jun NH2-terminal (JNK) y p38 son las
encargadas de efectuar estas fosforilaciones, cuyo efecto es la localizacion de FoxOs
en el nucleo (figura 2.4) (190, 194-197).
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Estrés

Figura 2.4: Regulacion de los
Jactores de transcripcion FoxO por
estrés. En respuesta a un estimulo de
estrés, se transmiten senales al interior
celular que conducen a la fosforilacion y
activacion de las quinasas JNK y p38. Una
vez activadas, estas quinasas fosforilan a
los factores FoxO permitiendo su
localizacion nuclear. De esta manera, FoxO
puede unirse al ADN y regular la
transcripcion de genes involucrados en el
arresto del ciclo celular, resistencia al
estrés y apoptosis, entre otros procesos.
Aunque la fosforilacién de FoxO por JNK
no inhibe la unién de las chaperonas 14-3-3
a este factor, JNK puede fosforilar

Arresto del ciclo celular, directamente a estas proteinas logrando
resistencia al estrés, apoptosis que libere a FoxO.

La quinasa JNK fosforila a FoxO4 en las Thr447 y Thr451 generando la
acumulacién de FoxO4 en el nicleo, con la consiguiente activacion transcripcional
de sus genes blanco (194). No se conocen los residuos de FoxO3a que son
fosforilados por JNK (193). Por otra parte, JNK no es capaz de fosforilar a FoxO1
(190).

Adicionalmente, JNK fosforila a las chaperonas 14-3-3, permitiendo la
disociacion de FoxOs de estas proteinas y la localizacién nuclear de estos factores
(198, 199).

Por otro lado, p38 fosforila a FoxO3a en la Ser7 y a FoxO1 en 5 residuos de
Ser, permitiendo el incremento nuclear de FoxOs (190, 195). Ademas, si bien otros
trabajos no describen la fosforilacién de FoxOs mediada por p38 si muestran la

asociacion entre ambas proteinas y el aumento de FoxOs en el nticleo (200, 201).
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2.4.3. Asociacion de FoxOs con otros factores de transcripcion

La interaccion de las proteinas FoxO con otras proteinas accesorias o
cofactores puede modular su actividad transcripcional, asi como también
determinar los genes blanco que son regulados por una proteina FoxO especifica
(202, 203).

[B-catenina tiene afinidad por los factores de transcripcion FoxO1, FoxO3a y
FoxO4 (204-206). Esta interaccion es evolutivamente conservada e incrementa
notablemente la actividad transcripcional de los factores FoxO. La asociaciéon -
catenina/FoxOs estad aumentada en células expuestas a estrés oxidativo y genera el
desplazamiento de [B-catenina desde LEF/TCF a FoxOs. Este desplazamiento
aumenta la expresion de los genes blanco de FoxOs mientras que disminuye la
expresion de los genes blanco de la via Wnt/[-catenina. Asi, los factores FoxO
antagonizan la via Wnt canoénica (204-206). Asimismo, la unién (-catenina/FoxOs
induce el arresto del ciclo celular (205).

Por otra parte, FoxO1, FoxO3a y FoxO4 interactian con Smads 2, 3 y 4,

desencadenando el arresto del ciclo celular (207-209).

2.4.4. Relacion entre los factores FoxO y el cancer

Los genes para FoxO1, FoxO3a y FoxO4 se descubrieron inicialmente en
translocaciones cromosomicas en tumores humanos y como resultado de estos
hallazgos, estos factores fueron implicados en el desarrollo del cancer (210). Sin
embargo, estudios posteriores plantearon la posibilidad de que en realidad era la
interrupcién de los alelos funcionales de FoxOs lo que estaba contribuyendo a la

progresion tumoral, con lo cual se describié a estas proteinas como supresores
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tumorales (211, 212).

La capacidad de los factores FoxO de inducir el arresto del ciclo celular, la
reparacion del ADN y la apoptosis, reforzo atin més la idea de que funcionarian
como supresores de tumores (176). De hecho, tanto la expresion como la actividad
de los factores FoxO estan reducidas en varios tipos tumorales como cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de colon, cancer de endometrio, cancer de ovario,
linfoma de timo, hemangioma, glioblastoma, rabdomiosarcoma y leucemia (170,
182, 213).

Sumado a esto, Akt, IKKf y Erk funcionan como quinasas oncogénicas y se
encuentran comtinmente activadas en el HCC y en otros tipos de tumores (214-
220). Ademas, se observo en tumores humanos y en lineas celulares tumorales que
la fosforilacion de FoxOs por estas quinasas favorece la transformacion celular, la
proliferacion y la supervivencia (176, 179, 188, 189, 221, 222). Por el contrario, se
mostro en estos modelos que la activacion de la senalizacién de FoxOs y de sus
genes blanco, mediada por JNK u otros mecanismos, conduce al arresto celular y/o
apoptosis (170, 182, 213, 223-228). En conjunto, estas evidencias corroboran la

funcion de FoxOs como supresores tumorales.

2.5. Interferon alfa (IFN-a)

2.5.1. Generalidades
El primer interfer6n (IFN) fue descubierto de manera accidental por Isaacs y
Lindenmann en 1957, cuando observaron que un virus inactivo estimulaba a las

células de un tejido a producir y liberar una sustancia no viral capaz de “interferir”
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con la replicacion de otro virus activo en el mismo tejido, haciendo a las células
resistentes a la infeccion (229).

Los IFNs son una familia de citoquinas producidas por células del sistema
inmune en respuesta a una amplia variedad de estimulos, tales como infecciones
por virus, bacterias y micoplasmas o procesos inflamatorios (230).

Ademas de sus propiedades antivirales, los IFNs tienen diversas funciones
biolégicas que incluyen la inhibicién de la proliferacion de células normales y
transformadas, la regulacion de la diferenciaciéon celular, la mediacion en
respuestas del huésped frente a diferentes agentes patdogenos y la modulacion del
sistema inmune (231, 232).

Los IFNs fueron las primeras citoquinas naturales utilizadas con propositos
terapéuticos (233) y, en la actualidad, los IFNs utilizados en la clinica son
producidos por ingenieria genética (234).

Los IFNs se clasifican en tres grupos. Los IFNs tipo I incluyen a IFN-a, -f3, -
g, -X, -, —0 y —1 y son sintetizados por practicamente todos los tipos celulares del
organismo. Los IFNs tipo II estdn conformados solamente por el IFN-y y su
expresion se induce principalmente en células del sistema inmune, tales como
células T y células asesinas naturales. Finalmente, los IFNs tipo III incluyen a los
recientemente identificados IFN-A1, -A2 y —A3, que son producidos por células
infectadas por virus (235).

De todos los miembros de la familia de IFNs tipo I, IFN-a e IFN-f3 son los
mas expresados y mejor caracterizados (236). En el ser humano, IFN-a esta
compuesto por una familia de 13 subtipos proteicos codificados por 13 genes

diferentes. Se considera a todos los miembros de la familia de IFN-a con un perfil
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unico de actividades biologicas, entre las que se encuentran la actividad antiviral,
antiproliferativa, antiangiogénica, antitumoral, estimulacién de la actividad
citotoxica de diversas células del sistema inmune, induccién y/o activacion de
genes y proteinas proapoptoticas, represion de genes antiapoptoticos, modulacion
de la diferenciacion celular, entre otras. Todas estas funciones convierten a IFN-a

en un agente muy prometedor para el tratamiento de diversas enfermedades (230,

232, 237).

2.5.2. Uso del IFN-a en el tratamiento y prevencion del HCC

La Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, del
inglés Food and Drug Administration) aprob6 el uso de IFN-a en los protocolos de
tratamiento de algunos tumores solidos y ciertos tipos de leucemia (234, 235, 238-
240).

Ademas, el IFN-a es el tratamiento de eleccion para pacientes infectados con
el virus de la hepatitis B o C (235, 239, 240) y mostro ser util para retrasar la
progresion de la falla hepatica, reducir la tasa de aparicion de cirrosis y prevenir el
HCC en pacientes con hepatitis B o C cronicas (241-250). Sin embargo, también
existen algunos ensayos con resultados menos alentadores al respecto (251-255),
con lo cual el efecto del tratamiento a largo plazo con IFN-a en la prevencion del
desarrollo de cirrosis y de HCC adn resulta controversial.

Por otro lado, en diversos estudios realizados por nuestro grupo de trabajo,
mostramos un efecto favorable del tratamiento con IFN-a en un estadio previo al
HCC. En estos trabajos, se demostr6 que la administracion de IFN-a2b a ratas con

preneoplasia hepatica reduce tanto el nimero como el tamafio de los focos de
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hepatocitos alterados a través de un incremento de la apoptosis celular (256).
Ademas, este proceso apoptético esta mediado por el factor TGF-B1, el cual es
producido y secretado por los propios hepatocitos bajo el estimulo con IFN-a2b
(257). Adicionalmente, se observo la atenuacion de la via Wnt/p-catenina, la cual
se encuentra activada en la preneoplasia hepatica (258).

En el caso de pacientes con HCCs ya establecidos, ciertos estudios clinicos
muestran poco éxito tras la administracion de IFN-a como tnica droga y pocas
ventajas respecto de su uso en combinacion con otros agentes quimioterapéuticos
(ej: cisplatino, antraciclinas, 5-fluorouracilo, doxorubicina) (259-261). A pesar de
estos resultados, actualmente numerosos trabajos sugieren una potencial eficacia
de la terapia con IFN-a para el tratamiento del HCC, ya sea solo (262-266) o
combinado con otras drogas (267-271).

Finalmente, estudios tanto in vivo como in vitro revelaron efectos
beneficiosos de IFN-a al emplear lineas humanas de HCC, ya que la citoquina fue

capaz de inhibir la proliferacion celular y favorecer la apoptosis (272-281).
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3. Objetivos

3.1. Hipétesis de trabajo

De acuerdo a lo informado en la Introduccion, surgen las siguientes
evidencias:

v La via Wnt/[-catenina esta frecuentemente activada en el HCC e involucra
la acumulaciéon de [B-catenina y su migracion al ntcleo, donde promueve la
proliferaciéon uniéndose a los factores LEF/TCF.

v El factor TGF-f3 participa en procesos de arresto celular y apoptosis y actia a
través de las proteinas Smads. Una forma de interaccion entre las vias Wnt/[3-
catenina y TGF-B/Smads es mediante la asociacion de Smads con el complejo
nuclear LEF/TCF/p-catenina.

v Los factores FoxO median procesos como arresto celular y apoptosis y son
capaces de interactuar en el nacleo con [-catenina y con Smads para regular la
transcripcion génica. La sefalizacion de los factores FoxO es regulada
negativamente por las quinasas Akt, IKKf y Erk y positivamente por las quinasas
JNK y p38.

v IFN-a presenta propiedades antiproliferativas y proapoptoticas y se sugiere
una potencial eficacia de la terapia con IFN-a para el tratamiento del HCC.

De acuerdo a tales evidencias hipotetizamos que IFN-a2b y TGF-p1 atentian
la via Wnt/B-catenina mientras que incrementan la senalizacion de FoxO3a en
lineas celulares de HCC. Esto disminuye la proliferacién celular y aumenta la
apoptosis. Las interacciones entre las senales de Wnt/[-catenina, TGF-/Smads y

FoxO3a, contribuyen a la respuesta celular final obtenida con los tratamientos.
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3.2. Objetivo general

Para probar nuestra hipotesis, estudiamos los efectos de IFN-a2b y de TGF-
B1 sobre la via Wnt/[-catenina, los intermediarios Smads, el factor FoxO3a y la
interaccion entre estas sefiales, en las lineas de HCC HepG2/C3A y Huh7. De esta
manera, ampliaremos el conocimiento general sobre los procesos implicados en el

desarrollo del hepatocarcinoma celular y su modulacion por citoquinas.

3.3. Objetivos especificos

I. Investigar las consecuencias de los tratamientos con IFN-a2b y con TGF-31 sobre
la proliferacion celular y la muerte celular por apoptosis.

II. Analizar los efectos de IFN-a2b y de TGF-f1 sobre la via Wnt/(-catenina.

ITII. Explorar las acciones de IFN-a2b y de TGF-B1 sobre los niveles proteicos de
Smads y la interaccion entre Smads y la via Wnt/[-catenina.

IV. Evaluar los efectos de IFN-a2b sobre los niveles proteicos de FoxO3a, su

regulacion por quinasas y la interaccion de FoxO3a con -catenina y con Smads.
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4. Metodologia

4.1. Lineas celulares y tratamientos

Para realizar este trabajo de tesis se utilizaron las lineas celulares de
hepatocarcinoma humano HepG2/C3A y Huhy, obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). La linea celular HepG2/C3A,
también llamada C3A, deriva clonalmente de la linea celular HepG2. Las células
fueron mantenidas en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s modified Eagle’s
médium) con L-glutamina suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL
de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina, e incubadas a 37°C en una
atmosfera himeda de 95% O. y 5% CO.. Para realizar los tratamientos, se
sembraron las células en presencia del medio de mantenimiento y se incubaron
toda la noche. Al dia siguiente, se reemplaz6 el medio DMEM por medio libre de
suero (MLS) conteniendo IMDM (del inglés Iscove's modified Dulbecco's médium)
y medio Ham con mezcla de nutrientes F12 (Ham F-12) en relacion 1:1, 20 IU/mL
de penicilina, 20 pg/mL de estreptomicina y suplemento insulina-selenio-
transferrina (Gibco, Carlsbad, CA, USA). Luego de incubar las células durante una
hora en MLS, se reemplaz6 el mismo por MLS conteniendo las drogas de los
tratamientos.

Las células fueron tratadas con 100.000 U/mL de IFN-a2b (cedido
generosamente por PC-Gen, Buenos Aires, Argentina), con 2 ng/mL de TGF-f1
recombinante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), con ambas citoquinas, o
dejadas sin tratar.

Para estimular la via de senalizacibn Wnt/B-catenina, se trat6 a las células
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con 20 ng/mL de Wnt3a recombinante (R&D Systems).

Finalmente, para evaluar el rol de las quinasas IKK[B, Erk y p38 en la
modulacién de FoxO3a mediada por IFN-az2b, se trataron previamente las células
con inhibidores de las quinasas y, manteniéndose a los inhibidores durante el
experimento, se realiz6 el tratamiento con 100.000 U/mL de IFN-a2b. Para este
estudio se wutilizaron 10 puM de N-(6-cloro-9H-pirido[3,4-b]indol-8-il)-3-
piridinacarboxamida dihidrocloruro (PS1145: inhibidor de IKK[; Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), 5 uM de 2’-amino-3’-metoxiflavona
(PD98059: inhibidor de MEK, que es la quinasa encargada de activar a Erk;
Calbiochem, San Diego, CA, USA) y 1 uM de 4-(4-fluorofenil)-2-(4-hidroxifenil)-5-

(4-piridi)1H-imidazol (SB202190: inhibidor de p38; Calbiochem).

4.2. Secrecion de TGF-f31

Los niveles de TGF-f1 endogeno liberados al medio de cultivo fueron
determinados utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
especifico para TGF-B1 (Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI, USA). Para esto se
sembraron las células en placas de 6 pocillos y se trataron las mismas en presencia
o ausencia de IFN-a2b, durante diferentes tiempos. Luego del tratamiento, se
recolectaron los sobrenadantes de los cultivos celulares (medios condicionados) y
se procedi6 a determinar los niveles de TGF-P1 luego de activar los medios
condicionados con 1 N de HCI y de neutralizarlos con 1,2 N de NaOH/0,5 M de
HEPES (del inglés 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid). El
tratamiento de activacion se realizd6 debido a que el factor TGF-1 es secretado

mayoritariamente de manera latente al medio y el ensayo sélo detecta TGF-f1
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activo. La forma latente del factor puede ser convertida a una forma biol6gicamente

activa mediante la exposicién a pH extremos, calor o proteasas (282).

4.3. Preparacion de fracciones subcelulares y lisados celulares totales

A partir de las células tratadas o sin tratar, se prepararon extractos
citosolicos y nucleares y lisados totales. Antes de levantar las células de las placas,
se lavaron las mismas dos veces con buffer fosfato en soluciéon salina (PBS: 80
mmol/L de Na.HPO,, 20 mmol/L de NaH.PO, y 100 mmol/L de NaCl; pH 7,5)
frio.

Las fracciones subcelulares enriquecidas en citosoles y ntcleos fueron
obtenidas seglin el método descripto por De Duve y col. (283). Brevemente, las
células se levantaron de las placas con 300 mmol/L de sacarosa conteniendo
inhibidores de fosfatasas (1 mmol/L de NaF, 1 mmol/L de Na;VO, y 1,5 nmol/L de
caliculina A; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e inhibidores de proteasas [1
mmol/L de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 10 ug/mL de leupeptina y 1
pg/mL de aprotinina; Sigma Chemical Co.] y posteriormente se sonicaron. A
continuacion, las células se centrifugaron a 1.000 g durante 10 min a 4°C. Los
pellets, enriquecidos en nucleos celulares, fueron lavados dos veces con 300
mmol/L de sacarosa conteniendo inhibidores, resuspendidos en buffer de lisis de
radioinmunoprecipitacion [RIPA: 1% (v/v) de Triton X-100, 1% (p/v) de
deoxicolato sodico, 0,1% (p/v) de dodecilsulfato sédico (SDS), 20 mmol/L de Tris,
5 mmol/L de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y 200 mmol/L de NaCl; pH
8] con inhibidores de fosfatasas y de proteasas, incubados en hielo durante 1 h 'y

centrifugados a 8.000 g durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos se

33



Metodologia

utilizaron como fracciones nucleares. Por otra parte, los sobrenadantes generados
en la centrifugacién inicial se centrifugaron a 160.000 g durante 1 h a 4°C, para
obtener la fraccion citosolica.

Para la obtencion de lisados celulares totales se levantaron las células de las
placas con PBS frio conteniendo inhibidores de fosfatasas y de proteasas y se
centrifugaron a 1.000 g durante 5 min. Posteriormente, el pellet celular se
resuspendio6 en buffer RIPA conteniendo inhibidores de fosfatasas y de proteasas y
fue incubado por 30 min a 4°C. Luego las células fueron sonicadas.

Los lisados utilizados para experimentos de co-inmunoprecipitacion fueron
obtenidos en buffer de lisis no desnaturalizante conteniendo 20 mM de Tris (pH
8), 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA e
inhibidores de fosfatasas y de proteasas.

Las fracciones y los lisados se congelaron a -70°C hasta su utilizacion.

4.4. Determinacion de proteinas
La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Lowry,

usando albiimina bovina como estandar (284).

4.5. Western blot

Alicuotas conteniendo cantidades iguales de proteinas (15-25 ug/calle) se
sembraron en mini-geles de SDS-poliacrilamida al 12% (p/v) y se sometieron a
electroforesis (285). Los mini-geles se corrieron utilizando un equipo comercial
(Mini-PROTEAN 3 Cell; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Luego, las proteinas se

transfirieron eléctricamente a membranas de polivinilideno difluoruro (PVDF;
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PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA) durante 1 h a un voltaje constante de
360 mV, utilizando un equipo comercial (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad). Después
de ser bloqueadas durante 1 h con leche al 10% en buffer PBS conteniendo 0,1%
(v/v) de Tween 20 (buffer PBS-Tween), las membranas se incubaron toda la noche
con el anticuerpo primario correspondiente diluido en buffer PBS-Tween con un
3% de albumina. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con buffer PBS-
Tween e incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 h a
temperatura ambiente. La proteina inmovilizada fue detectada luego por
quimioluminiscencia utilizando un equipo comercial y siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Pierce® ECL-Western Blotting Substrate; Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA). Para la deteccion, las membranas de PVDF se
expusieron a films radiograficos (Amersham Hyperfilm™ ECL; GE Healthcare
Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) y las bandas resultantes se
cuantificaron por densitometria utilizando el programa Gel-Pro Analyzer (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). La uniformidad de carga de las proteinas se
realizo determinando la catidad de -actina (anti-B-actina; dilucion 1:5.000; Sigma
Chemical Co.). Al mismo tiempo, en todos los experimentos, el control de carga se
chequeb ademas mediante la tincién de la membrana con rojo de Ponceau (dato no
mostrado). La pureza de las fracciones citosélicas y nucleares se confirmd
detectando a-tubulina (Sigma Chemical Co.) e Histona Hi (Santa Cruz
Biotechnology Inc.).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-PCNA (del inglés
proliferating cell nuclear antigen; dilucion 1:500; Santa Cruz Biotechnology Inc.),

anti-citocromo c (dilucién 1:3.000; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-p-catenina
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total (dilucion 1:2.000; BD Transduction Labs, San Jose, CA, USA), anti-p-catenina
activa (desfosforilada en Ser37/Thr41; dilucion 1:2.000; Millipore, Temecula, CA,
USA), anti-Frizzled7 (diluciéon 1:3.000; Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-p-
Smad2/3 (fosforilada en Ser433/435; dilucion 1:500; Santa Cruz Biotechnology
Inc.), anti-Smad4 (dilucién 1:1.000; Cell Signaling Inc., Danvers, MA, USA), anti-
Smad7 (dilucion 1:500; R&D Systems), anti-Akt (dilucién 1:500; Santa Cruz
Biotechnology Inc.), anti-p-Akt (fosforilada en Ser473; dilucién 1:1.000; Cell
Signaling Inc.), anti-IKKB (dilucién 1:1.000; Cell Signaling Inc.), anti-p-IKKf
(fosforilada en Ser177/181; dilucién 1:1.000; Cell Signaling Inc.), anti-Erki/2
(reconoce las isoformas 1y 2 de Erk; dilucion 1:1.000; Cell Signaling Inc.), anti-p-
Erki/2 (fosforilada en Thr2o2/Tyr204; dilucién 1:1.000; Cell Signaling Inc), anti-
JNK1/2/3 (reconoce las isoformas 1, 2 y 3 de JNK; dilucién 1:1.000; Cell Signaling
Inc.), anti-p-JNK1/2/3 (fosforilada en Thr183/Tyr185; diluciéon 1:500; Santa Cruz
Biotechnology Inc.), anti-p38 (diluciéon 1:1.000; Cell Signaling Inc.), anti-p-p38
(fosforilada en Tyr182; dilucion 1:500; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-
FoxO3a/FKHRL1 (dilucion 1:2.000; Santa Cruz Biotechnology Inc.) y anti-p-
FoxO3a/FKHRL1 (fosforilada en Ser253; diluciéon 1:1.000; Santa Cruz

Biotechnology Inc.).

4.6. Ensayo de proliferacion celular

La sensibilidad de las lineas de HCC al IFN-a2b, TGF-f1 o a la combinacién
de ambos factores, se determiné utilizando el ensayo de proliferacion celular
CellTiter 96 (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay;

Promega, Madison, WI, USA) basado en el compuesto tetrazolio 3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS).
MTS es bioreducido por las células metabolicamente activas a un producto
formazan coloreado que es soluble en el medio de cultivo. Para realizar este ensayo
se sembraron las células en placas de 96 pocillos y se trataron las mismas en
presencia o ausencia de IFN-a2b, TGF-f1 o ambos factores, durante varios dias. Al
finalizar cada dia de tratamiento se adiciond reactivo de proliferacion a cada
pocillo, se incub6 la placa correspondiente durante 2 hs a 37°C en una atmosfera
himeda de 95% O. y 5% CO. y se registr6 la absorbancia a 490 nm en un

espectrofotometro LD400 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA).

4.7. Medicion de la actividad Caspasa 3

Se determin6 la actividad Caspasa 3 como medida de muerte celular
programada utilizando EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1 (Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, USA). Para realizar este ensayo, las células se sembraron en placas de
10 cm de diametro y se trataron en presencia o ausencia de IFN-a2b, TGF-f1 o
ambos factores. Al finalizar el tratamiento, se levantaron las células en el buffer de
lisis del ensayo, se dejaron 30 min en hielo, se sonicaron y finalmente se
centrifugaron a 2.000 g durante 5 min. Posteriormente, se determinéd la
concentracion de proteinas en el sobrenadante y se colocaron 4 mg/mL de cada
nuestra en una placa negra de 96 pocillos, en presencia o ausencia de un inhibidor
especifico de la enzima Caspasa 3. Finalmente, se midi6 la fluorescencia
(excitacién/emision ~342/441 nm) utilizando un lector de microplaca (DTX 880
multimode detector; Beckman Coulter Inc.), luego de agregar el sustrato especifico

de la enzima.
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4.8. Ensayo de co-inmunoprecipitacion

Lisados celulares totales conteniendo cantidades iguales de proteinas (500
ug), fueron inmunoprecipitados usando anticuerpos especificos (3 pg). Para ello,
las proteinas de interés se incubaron con los anticuerpos primarios durante toda la
noche a 4°C con agitacion. Posteriormente, se agregaron 4 mg/mL de Proteina A-
Sepharosa (Sigma Chemical Co.) preparada en PBS con inhibidores de fosfatasas y
de proteasas y se incubaron las muestras 4 hs a 4°C con agitaciéon. Al finalizar la
incubacion, se centrifugaron las muestras 5 min a 2.000 g y se lavaron los pellets
tres veces con buffer no desnaturalizante conteniendo inhibidores de fosfatasas y
de proteasas. Finalmente, se resuspendieron los pellets en buffer de muestra para
western blot y se calentaron 10 min a 90°C. Las muestras resultantes se sembraron
en mini-geles de poliacrilamida al 12% (p/v) y se sometieron a electroforesis de

acuerdo a lo descripto en la seccion 4.5.

4.9. Estudios estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media aritmética + el error
estdndar. Los datos se analizaron utilizando la prueba de la t de Student para
comparar dos grupos entre si y el analisis de la variancia (ANOVA) seguido por el
método de Tukey, para comparar entre varios grupos. Se consideraron

estadisticamente significativos valores de p<0,05.
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5. Resultados y Discusion

Capitulo 1: Evaluacion de los efectos antiproliferativos y proapoptoticos

de IFN-a2b y de TGF-p1 en las lineas de HCC HepG2/C3A y Huh7

5.1.1. Grupos experimentales

Para la realizacion de estos estudios se trataron las células HepG2/C3A y
Huh7 con IFN-a2b, con TGF-f1 o con la combinacién de ambos factores, o se
dejaron sin tratar, durante los siguientes tiempos: a) 96 hs para evaluar la
secrecion de TGF-f1, b) 6 dias para realizar el ensayo de proliferaciéon celular y C)
48 hs para el resto de los experimentos.

HepG2 y Huh7 presentan los receptores para IFN-a y TGF-f en la superficie
celular y senalizaciones integras y funcionales para ambas citoquinas (126, 276,

286, 287).

5.1.2. Secrecion de TGF-1 endogeno al medio de cultivo

En trabajos previos de nuestro grupo, demostramos que la administracion in
vivo de IFN-a2b a ratas con preneoplasia hepatica induce apoptosis a través de un
mecanismo que involucra la producciéon y secrecion de TGF-B1 por los propios
hepatocitos (257, 288).

De esta manera, nos propusimos determinar si ocurria lo mismo en las
lineas de HCC C3A y Huh7 tratadas con IFN-az2b (figura 5.1.1).

La secrecion de TGF-B1 al medio de cultivo de las células C3A no tratadas
fue practicamente constante a lo largo del tiempo estudiado (0 a 96 hs) y la misma
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no se modifico al tratar a las células con IFN-a2b. En el caso de las células Huh7 no
tratadas, la secrecion de TGF-B1 fue aumentando hasta las 48 hs de cultivo y se
mantuvo hasta las 96 hs. Al igual que para C3A, la secrecion de TGF-f1 no fue
afectada por la presencia de IFN-az2b.

Este resultado indica que ambas lineas de HCC son capaces de producir y de

secretar TGF-B1 de manera independiente de IFN-a2b.
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Figura 5.1.1: Secrecion de TGF-f31 al medio de cultivo en presencia y ausencia de IFN-
az2b. Las células C3A (5x105/pocillo) y Huh7 (2x105/pocillo) se sembraron en placas de 6 pocillos en
presencia o ausencia de IFN-a2b (100.000 U/mL), durante diferentes tiempos. La concentraciéon de
TGF-P1 fue determinada en los medios condicionados activados. Los resultados se representan
como la media + el error estandar de tres experimentos independientes. C: células control (sin
tratar), IFN: células tratadas con IFN-az2b.

Si bien se ha informado la produccion y secrecion de TGF-f3 por lineas de
HCC como HepG2 y Huh7 (137, 245, 289), se vi6 que dicho factor permanece
mayoritariamente en una forma latente en el medio de cultivo (290). De hecho,

medimos la secrecion de TGF-f1 en medios condicionados no activados y no
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pudimos detectar dicho factor (dato no mostrado).
Con este resultado, nos planteamos la necesidad de incorporar TGF-f1
recombinante a los experimentos, ya que probablemente el TGF-1 endégeno no

esté disponible para ser utilizado por las células (o lo esté en muy baja cantidad).

5.1.3. Pureza de las fracciones subcelulares

Cuando se comenz6 a utilizar el protocolo de obtencién de fracciones
citosolicas y nucleares, se confirmo6 la pureza de las mismas mediante la deteccion
de a-tubulina e Histona H1 (western blot).

Como se aprecia en la figura 5.1.2, la proteina a-tubulina s6lo se detect6 en
la fraccidn citoso6lica, mientras que la proteina Histona H1 sélo pudo observarse en
la fraccion nuclear. Este resultado validé la pureza de las fracciones, ya que a-

tubulina se localiza en el citosol mientras que Histona H1 se encuentra en el nuacleo.

cl NU
C IFN 1T TGF C IFN 1T TGF
- | = . _ - — C3
o~tubulina = s : HU
Cl NU
C IFN 4T TGF C IFN BT TGF
Histona Hﬂ Y

— == 'HU

Figura 5.1.2: Pureza de las fracciones citosdlicas y nucleares. Las células C3A
(4x10%/placa) y Huh7y (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10 cm de diametro con medio
libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL), con TGF-f1 (2 ng/mL) o con
una combinaciéon de ambos factores, o dejadas sin tratar. Luego de obtener las fracciones citosdlicas
y nucleares, se determiné la pureza de las mismas mediante western blot utilizando anticuerpos
anti-a-tubulina y anti-Histona H1. C: células control (sin tratar), IFN: células tratadas con IFN-a2b,
I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-f1, TGF: células tratadas con TGF-B1, CI: extracto
citosélico, NU: extracto nuclear, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh?.
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5.1.4. Proliferacion celular

En el caso de HepG2/C3A (figura 5.1.3 A, B) los tratamientos con IFN-az2b,
con TGF-f1 y con la combinacion de ambos factores, redujeron significativamente
la proliferacion celular respecto de las células sin tratar, a partir del tercer dia de
tratamiento. Ademas, se observaron diferencias significativas sobre la proliferacion
celular entre los diferentes tratamientos a partir de ese mismo dia. En la figura
5.1.3 B se muestra el efecto de los tratamientos sobre la proliferacion de las células
C3A en el dia 6. Como se puede observar, la menor proliferacién se obtuvo luego
del tratamiento combinado con IFN-a2b y TGF-f1 (el mismo redujo la
proliferacion en un 93% respecto de las células sin tratar), seguida de los
tratamientos con TGF-f1 solo que disminuy¢ la proliferacion en un 85% y con IFN-
az2b solo, el cual redujo la proliferacion en un 39%.

En la linea celular Huh7 (figura 5.1.3 C, D) los tratamientos con IFN-a2b
combinado con TGF-B1 y con TGF-B1 solo, disminuyeron significativamente la
proliferaciéon a partir del segundo dia respecto de las células sin tratar, mientras
que el tratamiento con IFN-a2b solo disminuy6 la proliferacion a partir del tercer
dia. Al sexto dia de cultivo se obtuvieron diferencias significativas sobre la
proliferacion celular entre todos los grupos (figura 5.1.3 D). Al igual que para la
linea C3A, la menor proliferacion se obtuvo luego del tratamiento combinado con
IFN-a2b y TGF-B1 (que disminuy6 la proliferacion en un 80% respecto de las
células sin tratar), seguida de los tratamientos con TGF-B1 solo que redujo la
proliferaciéon en un 62% y con IFN-a2b solo, el cual disminuyé la proliferaciéon en

un 46%.
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Figura 5.1.3: Efectos antiproliferativos de IFN-a2b y de TGF-fi. Las células C3A
(6x103/pocillo) y Huh7 (2x103/pocillo) fueron incubadas en placas de 96 pocillos con medio libre de
suero durante 6 dias en presencia de IFN-a2b (100.000 U/mL), de TGF-B1 (2 ng/mL) o de una
combinacion de ambas citoquinas, o se dejaron sin tratar. Se evalu la proliferacion celular cada 24
hs, midiendo la absorbancia a 490 nm mediante un ensayo colorimétrico (A: C3A, C: Huh7). Los
resultados también fueron mostrados en valores porcentuales al sexto dia, considerando
arbitrariamente a las células control (sin tratar) como 100% (B: C3A, D: Huh7) y se expresaron
como la media + el error estandar de al menos cuatro experimentos independientes. En las figuras
Ay C se omitieron los simbolos de significancia estadistica para evitar confusion. C: células control,
IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-B1, TGF: células
tratadas con TGF-B1. *p < 0,05 vs. C, # p < 0,05 vs. IFN, =xp < 0,05 vs. I+T.

Por otra parte, se cuantificaron los niveles proteicos de PCNA en extractos
nucleares mediante western blot. PCNA es una proteina auxiliar de la ADN

polimerasa & que es esencial para la replicacion del ADN durante la fase S del ciclo
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celular (291). Como se muestra en la figura 5.1.4, los tratamientos con IFN-a2b y/o
TGF-B1 durante 48 hs disminuyeron significativamente los niveles proteicos de
PCNA en las células C3A (IFN -65%, I+T -78%, TGF -66%) y Huh7 (IFN -77%, I+T

-81%, TGF -84%), respecto de las células sin tratar.
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Figura 5.1.4: Disminucion de los niveles proteicos de PCNA mediada por IFN-a2b y
por TGF-f1. Las células C3A (4x106/placa) y Huh7 (2x10%/placa) fueron incubadas en placas de 10
cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL),
con TGF-P1 (2 ng/mL) o con una combinaciéon de ambos factores, o se dejaron sin tratar. Los niveles
de expresion de la proteina PCNA fueron evaluados por western blot en extractos nucleares de
ambas lineas de HCC. La proteina B-actina fue utilizada como control de carga. El anélisis
densitométrico se realiz6 en al menos cuatro experimentos independientes. Los resultados se
mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las células control (sin tratar)
como 100% y se expresaron como la media + el error estandar. C: células control, IFN: células
tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-B1, TGF: células tratadas con
TGF-f1, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh?. *p < 0,05 vs. C.

5.1.5. Actividad Caspasa 3 y expresion de Citocromo ¢
Se cree que la cascada de cisteinil-aspartato proteasas (caspasas) es la
principal via por la cual se orquesta la muerte celular programada o apoptosis

(292). Existen dos vias a partir de las cuales se produce la activaciéon de las
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caspasas: la extrinseca y la intrinseca. Ambas vias convergen en la activacion de la
Caspasa 3, que es la caspasa mas prevalente de la célula. Esta caspasa es finalmente
la responsable de la mayoria de los efectos y se la llama generalmente caspasa
ejecutora, debido a su rol en coordinar la muerte de la célula (293). De esta
manera, decidimos medir la actividad Caspasa 3 como parametro de muerte celular
programada.

Por otra parte, el gatillado de la apoptosis involucra la liberaciéon de
Citocromo c mitocondrial al citosol. Una vez que esta molécula sale de la
mitocondria, la activacion de las caspasas es irreversible (294, 295). Por este
motivo, evaluamos el nivel proteico de Citocromo c en el citosol como un segundo
parametro de apoptosis.

En la figura 5.1.5 A, B se puede observar el efecto de IFN-a2b y de TGF-f1
sobre la actividad de la enzima Caspasa 3 en ambas lineas de HCC. Los
tratamientos durante 48 hs con IFN-a2b, con TGF-f1 y con la combinaciéon de
ambos factores aumentaron significativamente la actividad de la enzima respecto
de las células no tratadas. Asimismo, se observaron diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos sobre la actividad Caspasa 3. Como se muestra en la
figura 5.1.5 A, B el mayor aumento de la actividad Caspasa 3 se obtuvo luego del
tratamiento combinado con IFN-a2b y TGF-f1. El mismo elevo la actividad
enzimatica en un 164% en C3A y un 140% en Huh7, respecto de las células sin
tratar, seguido de los tratamientos con IFN-a2b solo, que increment6 la actividad
de la enzima en un 98% en C3A y un 92% en Huh7 y con TGF-p1 solo, que aumento
la actividad Caspasa 3 en un 68% en C3A y un 47% en Huh7.

Por otro lado, como se ve en la figura 5.1.5 C el contenido proteico de
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Citocromo ¢ aumento6 significativamente luego de 48 hs de estimulacién con IFN-
a2b y/o TGF-B1, en extractos citosolicos de las lineas C3A (IFN +100%, I+T
+286%, TGF +65%) y Huh7 (IFN +126%, I+T +257%, TGF +152%), respecto de las
células sin tratar. El tratamiento combinado produjo el mayor incremento en los

niveles de Citocromo c.
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Figura 5.1.5: Inducciéon de la apoptosis luego del tratamiento con las citoquinas. Las
células C3A (4x10%/placa) y Huh7y (2x10¢/placa) fueron incubadas en placas de 10 cm de didmetro
con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL), con TGF-f1 (2
ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin tratar. La actividad Caspasa 3 se
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midi6 en fracciones citosolicas y los resultados, para las lineas celulares C3A (A) y Huhy (B), se
mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las células control (sin tratar)
como 100%. Los resultados se expresaron como la media + el error estaindar de al menos cuatro
experimentos independientes. C) Las fracciones citosolicas se emplearon ademas para la detecciéon
de los niveles de expresion de Citocromo ¢ mediante western blot. La proteina [-actina fue utilizada
como control de carga. El andlisis densitométrico se realiz6 en al menos cuatro experimentos
independientes. Los resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente
a las células control (sin tratar) como 100% y se expresaron como la media =+ el error estandar. C:
células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-f1,
TGF: células tratadas con TGF-B1, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh7. *p < 0,05 vs. C, #
p < 0,05 vs. IFN, xp < 0,05 vs. I+T.

5.1.6. Discusion

En este capitulo del presente trabajo de tesis nos propusimos evaluar si el
tratamiento de las lineas de HCC HepG2/C3A y Huh7 con IFN-a2b era capaz de
generar la secrecion de TGF-fB1 y los efectos de dicho tratamiento sobre los
procesos de proliferaciéon y de apoptosis. Dado que previamente demostramos que
la administracién in vivo de IFN-a2b a ratas con preneoplasia hepéatica induce la
apoptosis a través de un mecanismo que involucra la produccion y secreciéon de
TGF-B1 por los propios hepatocitos (257, 288), quisimos determinar si este mismo
feno6meno ocurria en las lineas de HCC.

Ambas lineas celulares fueron capaces de secretar TGF-B1 al medio de
cultivo en ausencia de IFN-a2b, pero su comportamiento fue diferente a lo largo
del tiempo. Por otro lado, la secrecion de TGF-B1 no fue afectada al tratar a las
células C3A y Huh7 con IFN-a2b. De esta manera, estas lineas de HCC producen y
secretan TGF-f31 y lo hacen de forma independiente de IFN-az2b.

Asi, la modulacién de la produccion y secrecion de TGF-p1 por IFN-a2b que
ocurre en etapas tempranas del desarrollo tumoral hepatico (257, 288), no pudo
ser reproducida en las lineas de HCC empleadas. Esto podria deberse, entre otros

factores, al estadio del HCC utilizado. De ser de esta manera, podriamos suponer
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que en estadios avanzados del desarrollo tumoral hepatico las células cancerosas
han modificado su respuesta a la citoquina IFN-a2b en lo que respecta a la
produccién y a la secrecion de TGF-1. Este evento se daria en el marco de las
habilidades que han adquirido las células de HCC durante su desarrollo maligno y
podria representar una ventaja adaptativa para su crecimiento y proliferacion.

Por otro lado, se sabe que las lineas de HCC producen y secretan TGF-f1
pero que este factor se encuentra mayoritariamente en una forma biol6gicamente
inerte en el medio de cultivo (290). Debido a esto, decidimos medir los niveles de
TGF-B1 en medios condicionados no activados y no pudimos detectar dicho factor.
Esto podria ser explicado por la falta de componentes de la matriz extracelular en
las células en cultivo necesarios para el proceso de conversion de la forma latente
del factor TGF-B1 a la forma activa, a diferencia de lo que ocurre en un tejido. Por
ello, decidimos incorporar TGF-1 recombinante a los tratamientos y evaluar los
efectos de IFN-a2b y de TGF-f1, juntos o separados, sobre la proliferaciéon y la
apoptosis.

La estimulaciéon de las células con IFN-a2b o con TGF-f1 no sélo logré
disminuir la proliferacion, sino que también desencadeno el proceso de apoptosis.
Maés interesante atn, el tratamiento combinado con ambos factores incremento
todavia méas dichos fen6menos.

En HepG2 y Huh7 ya han sido demostrados los efectos antiproliferativos y
proapoptoticos de IFN-az2b (272, 274-276, 278, 279, 296) y de TGF-B1 (126-128,
131, 133, 134, 297) por separado. Por el contrario, mientras que el tratamiento
combinado con ambas citoquinas ha sido empleado en lineas humanas de

melanoma para analizar la proliferacién celular (298), no ha sido utilizado hasta el
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momento en lineas de HCC.

De esta forma, nuestros resultados avalan la capacidad de IFN-a2b y de
TGF-B1 de ejercer sus roles como citoquinas antiproliferativas y proapoptoticas en
lineas de HCC. Ademas, el uso simultaneo de ambos factores permite aumentar el

efecto obtenido sobre la proliferacion y la apoptosis en estas lineas celulares.
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Capitulo 2: Analisis de la regulacion de la via Wnt/pB-catenina por las

citoquinas IFN-a2b y TGF-f1 en las lineas de HCC HepG2/C3A y Huh?

5.2.1. Grupos experimentales
Para la realizacion de estos estudios se trataron las células HepG2/C3A y
Huh7 durante 48 hs con IFN-a2b, con TGF-B1 o con la combinacién de ambos

factores, o se dejaron sin tratar.

5.2.2. Expresion de 3-catenina total y de f3-catenina activa

La linea de HCC HepG2 es heterocigota para [3-catenina ya que presenta una
forma salvaje de 92 KDa y una forma mayoritaria truncada de 75 KDa (299). La
delecion en la forma mutada ocurre en la regiéon amino terminal, que contiene los
sitios de fosforilacion que conducen a la degradacion de la proteina. De esta
manera, HepG2 presenta la via constitutivamente activada debido a que la forma
mutada no puede ser marcada para ubiquitinacién y posteriormente degradada, en
ausencia de un ligando Wnt (299). Ademas, se encontrdé que HepG2 sobreexpresa
el receptor Frizzled7, al comparar los niveles del ARNm con el del higado normal
(95).

Por otra parte, Huh7 presenta la via aberrantemente activada al tener
niveles de ARNm y proteicos de Frizzled7 muchos més elevados que HepG2, lo cual
activa la sefial Wnt canodnica en presencia de [-catenina salvaje (95, 300).

Para estudiar los efectos de IFN-a2b y de TGF-f1 sobre la via Wnt candnica,
se analizaron en primer lugar los niveles proteicos de B-catenina total (en sus

formas fosforilada y no fosforilada) y de [B-catenina activa (con sus residuos
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Ser37/Thr41 sin fosforilar), mediante western blot, en extractos citosolicos y
nucleares de C3A y Huh7 luego de 48 hs de estimulacién con IFN-a2b y/o TGF-1.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5.2.1y 5.2.2.
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Figura 5.2.1: Disminucion de los niveles de f-catenina total mediada por IFN-az2b y
por TGF-f1. Las células C3A (4x10¢/placa) y Huh7 (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10
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cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL),
con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin tratar. Los niveles
de expresion de [-catenina total fueron estudiados en extractos citosélicos y nucleares de las lineas
de HCC mediante western blot (A: C3A, B: Huhy). La proteina B-actina (C) fue utilizada como
control de carga. El andlisis densitométrico se realizO en al menos cuatro experimentos
independientes. Los resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente
a las células control (sin tratar) como 100% y se expresaron como la media =+ el error estandar. C:
células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-1,
TGF: células tratadas con TGF-B1, CI: extracto citosolico, NU: extracto nuclear, s: [-catenina
salvaje, t: f-catenina truncada, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh7. *p < 0,05 vs. C.
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Figura 5.2.2: Reduccion de los niveles de B-catenina activa por las citoquinas IFN-
az2b y TGF-f1. Las células C3A (4x10°%/placa) y Huh7 (2x10%/placa) fueron incubadas en placas de
10 cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL),
con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin tratar. Los niveles
de expresion de B-catenina activa fueron estudiados en extractos citosdlicos y nucleares de las lineas
de HCC mediante western blot (A: C3A, B: Huhy). La proteina B-actina (C) fue utilizada como
control de carga. El anélisis densitométrico se realizO en al menos cuatro experimentos
independientes. Los resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente
a las células control (sin tratar) como 100% y se expresaron como la media =+ el error estandar. C:
células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-f1,
TGF: células tratadas con TGF-f1, CI: extracto citoso6lico, NU: extracto nuclear, C3: linea celular
C3A, HU: linea celular Huh?y. *p < 0,05 vs. C.
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Los niveles de [-catenina total disminuyeron significativamente con todos
los tratamientos empleados, tanto en las fracciones citosolicas como en los
extractos nucleares de las lineas de HCC C3A (figura 5.2.1 A. B-catenina salvaje:
extracto citosolico IFN -39%, I+T -49% TGF -54%; extracto nuclear IFN -86%, I+T
-80%, TGF -79%) y Huh7 (figura 5.2.1 B. extracto citoso6lico IFN -66%, I+T -75%
TGF -77%; extracto nuclear IFN -91%, I+T -80%, TGF -86%), respecto de las
células no tratadas.

Adicionalmente, en el caso de C3A este comportamiento no sélo se encontrd
para la forma salvaje sino también para la forma truncada de B-catenina (figura
5.2.1 A. extracto citosolico IFN -60%, I+T -71%, TGF -64%; extracto nuclear IFN -
69%, I+T -68%, TGF -65%).

Por otra parte, los niveles de [-catenina activa también se redujeron
significativamente luego del estimulo con IFN-a2b y/o TGF-B1 en C3A (figura
5.2.2 A. extracto citosolico IFN -66%, I+T -64%, TGF -69%; extracto nuclear IFN -
76%, 1+T -86%, TGF -92%) y Huh7 (figura 5.2.2 B. extracto citosolico IFN -77%,
I+T -89%, TGF -82%; extracto nuclear IFN -72%, I+T -86%, TGF -92%), respecto

de las células sin tratar.

5.2.3. Analisis de la uniéon de p-catenina a TCF4

Durante la activaciéon anormal de la via Wnt canénica -catenina se acumula
en el citosol y migra al nuacleo, donde se une a los factores de transcripcion
LEF/TCF, entre ellos TCF4. El complejo TCF4/B-catenina promueve entonces la
transcripcion de los genes blanco de la via. Asi, decidimos evaluar el efecto de IFN-

az2b y de TGF-B1 sobre la asociacion TCF4/3-catenina mediante un ensayo de co-
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inmunoprecipitacion, utilizando lisados celulares totales de C3A y Huh?.
Como puede verse en la figura 5.2.3, los tratamientos gatillaron a las 48 hs
el desacoplamiento del complejo nuclear TCF4/fB-catenina en C3A y Huh7, al

atenuar la interaccion entre ambas proteinas.

C IFN I+T TGF

Proteina | - - |—s Proteina
inmunoprecipitada C3A '- = i_t inmunodetectada

TCF4 Huh7 == = —s B-catenina

Figura 5.2.3: Reduccion de la interaccion entre TCF4 y f-catenina en presencia de
IFN-a2b y de TGF-f1. Las células C3A (4x10%/placa) y Huh7 (2x10%/placa) fueron incubadas en
placas de 10 cm de diametro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b
(100.000 U/mL), con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinaciéon de ambos factores, o dejadas sin
tratar. Se prepararon lisados celulares totales y se inmumoprecipitaron cantidades iguales de
proteinas con anticuerpo anti-TCF4. Los inmunoprecipitados fueron sometidos a western blot para
detectar la proteina [-catenina mediante el uso de un anticuerpo especifico. C: células control (sin
tratar), IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-B1, TGF:
células tratadas con TGF-f31, s: B-catenina salvaje, t: f-catenina truncada.

5.2.4. Expresion del receptor Frizzled

Es sabido que la sobreexpresion del receptor Frizzledy también puede
desencadenar una activacion aberrante de la senalizacion Wnt/B-catenina y que
dicha sobreexpresion estd frecuentemente implicada en la hepatocarcinogénesis
(94-96). En concordancia con estas evidencias, las lineas de HCC HepG2 y Huh7y
sobreexpresan Frizzled7 al comparar los niveles con el del higado normal (95, 300).
Debido a esto, decidimos evaluar los efectos de 48 hs de incubacién con IFN-a2b
y/o TGF-B1 sobre los niveles proteicos de este receptor, utilizando lisados totales de
las células C3A y Huh7 (western blot).

En ambas lineas de HCC, los tratamientos empleados causaron una
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disminucion significativa de los contenidos proteicos del receptor (figura 5.2.4.
C3A: IFN -66%, I+T -64%, TGF -69%. Huh7: IFN -64%, 1+T -74%, TGF -83%),

respecto de las células sin tratar.

Frizzled7 B-actina
C IFN 1T TGF C IFN T TGF
— wr = i C3 — — — | C3
1200 SR B8 S8 HU s s s s HU
1004 —
T 80
S 60 * : .
Q *
2 40 *
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0-'G3 AU C3 HU C3 HU C3 HU

c IFN I+T TGF

Figura 5.2.4: Disminucién del contenido proteico del receptor Frizzled; luego de los
tratamientos con IFN-a2b y/o TGF-f1. Las células C3A (4x106/placa) y Huh7 (2x10¢/placa)
fueron incubadas en placas de 10 cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs
con IFN-a2b (100.000 U/mL), con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacion de ambos factores, o
dejadas sin tratar. Los niveles de expresion del receptor Frizzledy fueron evaluados en lisados
totales de las lineas de HCC por western blot. La proteina B-actina fue utilizada como control de
carga. El analisis densitométrico se realiz6 en al menos cuatro experimentos independientes. Los
resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las células control
(sin tratar) como 100% y se expresaron como la media + el error estandar. C: células control, IFN:
células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-1, TGF: células tratadas
con TGF-f1, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh?7. *p < 0,05 vs. C.

5.2.5. Discusion

El objetivo de esta parte de la tesis fue evaluar los efectos de IFN-a2b y de
TGF-B1 sobre la via Wnt candnica en lineas de HCC, analizando los niveles
proteicos de B-catenina y de Frizzled7 y la asociaciéon TCF4/[-catenina.

Encontramos reducciones significativas de -catenina total (que incluye las
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formas fosforiladas y sin fosforilar de la proteina) y activa (no fosforilada) en
extractos citosélicos y nucleares de células C3A y Huh7 tratadas con IFN-a2b y/o
TGF-B1. Esta disminuciéon conjunta de [B-catenina total y activa indicaria la
atenuacion de la via Wnt/[-catenina debido a una reduccion de la cantidad de la
forma activa de B-catenina y, de esta forma, a una menor disponibilidad nuclear de
la misma.

Resulta interesante notar la disminucion de la forma truncada de -catenina
en la linea C3A luego de los tratamientos. Esta forma carece de los residuos
Ser/Thr que participan en la fosforilaciéon por GSK3 y CK1 y que conducen a la
degradacion proteosomal de [-catenina. Debido a este hallazgo, postulamos que
otro mecanismo estaria implicado en la reducciéon de los niveles proteicos de [3-
catenina en extractos citosolicos y nucleares mediada por IFN-a2b y TGF-p1, al
menos en esta linea celular. Esto podria involucrar la inhibicion de la transcripcion
del gen CTNNB1 que codifica p-catenina, el aumento de [-catenina en la
membrana celular y su asociacién con E-cadherina, u otros mecanismos. Serian
necesarios més estudios para confirmar estos supuestos.

Al mismo tiempo, hallamos una caida de los niveles de -catenina unida al
factor de transcripcién TCF4, en las lineas de HCC que fueron estimuladas con
IFN-a2b y/o TGF-P1. Esta alteracién en la composicion del complejo nuclear
producida luego de los tratamientos podria conducir a una menor transcripcion de
los genes blanco de la via Wnt/[3-catenina.

En conjunto, la llegada de una menor cantidad de -catenina al nicleo tras
los tratamientos disminuye el nivel de la proteina disponible para unirse a TCF4,

generandose asi una menor formacién del complejo nuclear TCF4/(-catenina.
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Estos fendmenos producidos por IFN-a2b y por TGF-P1, contribuyen asi a la
atenuacion de la via Wnt canonica.

Trabajos realizados en lineas de HCC tratadas con IFN-a que fueron
publicados recientemente avalan nuestros hallazgos (301, 302). Estos estudios y el
presente trabajo de tesis ratifican la eficacia de utilizar IFN-a para inhibir la via
Wnt/B-catenina en lineas de HCC.

Por otra parte, el impacto de TGF-f sobre la senalizacion Wnt/p-catenina es
compleja, ya que existen varios puntos de conexién entre ambas sefales. Ademas,
el efecto de la interaccion parece depender del modelo y de las condiciones
experimentales utilizadas (seccién 2.3.4). De forma similar a nuestros resultados,
se describi6 en algunos modelos la disminucién de la senalizacion Wnt/p-catenina
mediada por TGF-p (159, 303, 304).

Adicionalmente, dado que se propuso que la sobreexpresion del receptor
Frizzled7 esta frecuentemente implicada en la hepatocarcinogenesis, decidimos
evaluar el efecto de los tratamientos sobre los contenidos proteicos de este
receptor. La incubacién de las células C3A y Huh7 con IFN-a2b y/o TGF-f1,
disminuy6 significativamente la cantidad de Frizzled7 en lisados totales. No
obstante, debido a que se ha informado que este receptor es también un gen blanco
de la cascada de senalizacion Wnt/[3-catenina (90, 305), no podemos descartar la
posibilidad de que la reduccién encontrada en los niveles proteicos de Frizzled7 sea
una consecuencia de la atenuacion de la via.

A la fecha, no hay trabajos publicados que analicen los efectos de estas
citoquinas sobre Frizzled7. En un trabajo previo realizado por nuestro grupo de
investigacion, describimos que la expresion de este receptor se encuentra

57



Resultados y Discusion

significativamente aumentada a nivel de ARNm y de proteina en higados
preneoplasicos de ratas comparado con higados normales y que este incremento es
bloqueado en animales tratados con IFN-a2b (258). Estos resultados concuerdan
con los hallazgos mostrados en este trabajo.

Merece ser destacado el hecho de que a pesar de que las lineas celulares C3A
y Huh7 presentan un perfil diferente respecto de la via de senalizacibn Wnt
canonica (en C3A la via se encuentra constitutivamente activada por la presencia
de B-catenina truncada, mientras que en Huh7 esto ocurre por sobreexpresion de
Frizzled7 en presencia de [-catenina salvaje), las citoquinas lograron disminuir los
niveles de P-catenina en ambos casos y desencadenar globalmente la misma
respuesta: disminucion de la proliferaciéon celular y aumento de la muerte celular

programada.
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Capitulo 3: Estudio de la modulacién de los intermediarios Smads y de
su asociacion con TCF4 mediada por IFN-a2b y por TGF-$1 en las lineas

de HCC HepG2/C3A y Huh7y

5.3.1. Grupos experimentales

Para la realizacion de estos estudios se trataron las células HepG2/C3A y
Huh7 durante 48 hs con IFN-a2b, con TGF-B1 o con la combinacién de ambos
factores, o se dejaron sin tratar. Ademas, se incubaron las células durante 48 hs en
presencia o ausencia del ligando Wnt3a, para inducir la sefializacion Wnt/p-

catenina.

5.3.2. Expresion de las proteinas Smads

Luego de dilucidar el impacto de IFN-a2b y de TGF-f1 sobre le via Wnt/f3-
catenina, se analizaron los efectos de dichas citoquinas sobre las proteinas Smads.

Las lineas HepG2 y Huh7 expresan los receptores de superficie para TGF- y
presentan ademas las proteinas Smads, teniendo asi la via TGF-/Smads funcional
(126, 286, 287).

Actualmente, el efecto de la estimulacion con TGF-B1 sobre las proteinas
Smads so6lo ha sido estudiado en las primeras horas de tratamiento con el factor
(137, 287, 308). Asi, decidimos determinar la accién de 48 hs de incubacién con
TGF-B1 sobre los niveles proteicos de Smads, tiempo en el cual ya esté instalado el
proceso apoptético.

Se evaluaron por western blot los niveles de Smads 2 y 3 fosforiladas

(utilizando un anticuerpo que reconoce ambas proteinas en su estado fosforilado),

59



Resultados y Discusion

Smad4 y Smad7, en extractos citosolicos y nucleares de células C3A y Huh7y

tratadas durante 48 hs con IFN-a2b y/o TGF-B1 (figura 5.3.1).
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Figura 5.3.1: Disminucioén de los niveles proteicos de Smads 2 y 3 fosforiladas con
IFN-a2b y con TGF-f1. Las células C3A (4x10%/placa) y Huh7 (2x10¢/placa) fueron incubadas en
placas de 10 cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b
(100.000 U/mL), con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin
tratar. Los niveles de expresion de Smads 2 y 3 fosforiladas (p-Smad2/3) fueron estudiados en
extractos citosoélicos y nucleares de las lineas de HCC por western blot (A: C3A, B: Huhy). La
proteina B-actina (C) fue utilizada como control de carga. El analisis densitométrico se realiz6 en al
menos cuatro experimentos independientes. Los resultados se mostraron en valores porcentuales
considerando arbitrariamente a las células control (sin tratar) como 100% y se expresaron como la
media + el error estandar. C: células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células
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tratadas con IFN-a2b mas TGF-B1, TGF: células tratadas con TGF-f1, p-2: forma fosforilada de la
proteina Smadz2, p-3: forma fosforilada de la proteina Smad3, CI: extracto citoso6lico, NU: extracto
nuclear, C3: linea celular C3A, HU: linea celular Huh7. *p < 0,05 vs. C.

Como se observa en la figura 5.3.1, el tratamiento durante 48 hs con IFN-
az2b y/o TGF-f1 gener6 una disminucién significativa de los contenidos proteicos
de las formas fosforiladas de Smads 2 y 3 en extractos citosolicos y nucleares de
C3A (extracto citosolico: p-Smad2: IFN -50%, I+T -47% TGF -64%; p-Smad3: IFN
-42%, I+T -61%, TGF -60%. extracto nuclear: p-Smad2: IFN -68%, I+T -80% TGF -
85%; p-Smads: IFN -72%, I+T -77%, TGF -79%) y Huh?7 (extracto citosélico: p-
Smadz2: IFN -68%, I+T -75% TGF -79%; p-Smad3: IFN -45%, I+T -65%, TGF -69%.
extracto nuclear: p-Smad2: IFN -77%, I+T -84% TGF -89%; p-Smad3: IFN -93%,
I+T -89%, TGF -81%), respecto de las células sin tratar.

De la misma manera, los tratamientos con ambas citoquinas también
redujeron de manera significativa los niveles proteicos de Smad4 y de Smad7 en
extractos citosolicos y nucleares de C3A (extracto citosolico: Smadg4: IFN -57%, I+T
-62%, TGF -80%; Smad7y: IFN -55%, I+T -70%, TGF -61%. extracto nuclear:
Smadg: IFN -66%, I+T -87%, TGF -81%; Smad7: IFN -65%, I+T -60%, TGF -69%)
y Huh?7 (extracto citosolico: Smadg4: IFN -88%, I+T -92%, TGF -84%; Smad7: IFN -
41%, I1+T -52%, TGF -43%. extracto nuclear: Smadg4: IFN -64%, I+T -82%, TGF -

81%; Smad7: IFN -90%, I+T -80%, TGF -78%), respecto de las células no tratadas

(figura 5.3.2).
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Figura 5.3.2: Reduccion del contenido proteico de Smadg4 y de Smad7 con IFN-az2b y
con TGF-P1. Las células C3A (4x106/placa) y Huh7 (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10
cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-a2b (100.000 U/mL),
con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin tratar. Los niveles
de expresion de Smad4 y Smad?y fueron evaluados en extractos citosdlicos y nucleares de las lineas
de HCC mediante western blot (A: C3A, B: Huhy). La proteina B-actina (C) fue utilizada como
control de carga. El andlisis densitométrico se realizO en al menos cuatro experimentos
independientes. Los resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente
a las células control (sin tratar) como 100% y se expresaron como la media + el error estandar. C:
células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b mas TGF-f1,

TGF: células tratadas con TGF-f1, CI: extracto citos6lico, NU: extracto nuclear, C3: linea celular
C3A, HU: linea celular Huh7y. *p < 0,05 vs. C.
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5.3.3. Analisis de la unién de Smads a TCF4

Como se mencion6 en la introduccién, las vias Wnt/B-catenina y TGF-
B1/Smads pueden interactuar mediante la asociacion de los intermediarios Smads
con el complejo nuclear TCF4/B-catenina. Asi, nos propusimos evaluar en las
células C3A y Huh7 el efecto de los tratamientos sobre los niveles de las proteinas
Smads unidas a TCF4. Para llevar a cabo este objetivo, lisados celulares totales
fueron sometidos a un ensayo de co-inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo
anti-TCF4.

Como puede verse en la figura 5.3.3, la asociacion entre Smads y TCF4

disminuy6 luego de incubar a las células durante 48 hs con IFN-a2b y/o TGF-p1.

Proteina Proteina
inmunoprecipitada C |FN |+T TGF inmunodetectada
_ """:gg p-Smad2/3
C3A | — e e Smad4
e — Smad7
TCF4 e
- — p3 P-Smad2/3
S —— - | Smad7

Figura 5.3.3: Disminucion de la interacciéon entre Smads y TCF4 mediada por IFN-
az2b y por TGF-f1. Las células C3A (4x10%/placa) y Huh7 (2x10¢/placa) fueron incubadas en
placas de 10 cm de didametro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs con IFN-az2b
(100.000 U/mL), con TGF-B1 (2 ng/mL) o con una combinacién de ambos factores, o dejadas sin
tratar. Se prepararon lisados celulares totales y se inmumoprecipitaron cantidades iguales de
proteinas con anticuerpo anti-TCF4. Los inmunoprecipitados fueron sometidos a western blot para
detectar las proteinas p-Smad2/3, Smad4 y Smad7, empleando anticuerpos especificos. C: células
control (sin tratar), IFN: células tratadas con IFN-a2b, I+T: células tratadas con IFN-a2b méas TGF-
B1, TGF: células tratadas con TGF-P1, p-2: forma fosforilada de la proteina Smad2, p-3: forma
fosforilada de la proteina Smads.
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5.3.4. Tratamiento con Wnt3a: expresion de las proteinas Smads

Debido a que la incubacion de las células con IFN-a2b y/o TGF-B1 durante
48 hs disminuyd los niveles de las proteinas Smads en las lineas de HCC utilizadas,
evaluamos si los niveles de dichas proteinas eran modulados por la via Wnt/p-
catenina. Para esto, tratamos las células con Wnt3a recombinante con el fin de
aumentar los niveles de f-catenina. Posteriormente, medimos los niveles proteicos
de Smads en extractos citosodlicos y nucleares mediante western blot.

Wnt3a es un ligando Wnt de la via canonica, capaz de unirse a Frizzled7 y a
otros receptores Frizzled de la senalizacion Wnt/B-catenina (pero no interactiia con
receptores Frizzled no candnicos) (306, 307).

Como se especulo, el tratamiento con Wnt3a durante 48 hs no sélo genero el
incremento significativo de la forma activa de la proteina B-catenina (figura 5.3.4
A), sino también el de los intermediarios Smads (figura 5.3.4 B-D), en extractos
citosolicos y nucleares de las lineas de HCC.

Adicionalmente, la estimulacién con Wnt3a caus6 un aumento significativo

de la proteina PCNA en extractos nucleares de C3A y Huh7 (figura 5.3.4 E).

5.3.5. Discusion

En este capitulo se analiz6 el impacto de los tratamientos con IFN-a2b y
con TGF-fB1 sobre los niveles de las proteinas Smads y sobre la interacciéon entre
Smads y TCF4.

La incubacion de las células con IFN-o2b y/o TGF-f1 causdé una

disminucién significativa de los contenidos proteicos de las formas fosforiladas de
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Smads 2 y 3 y también de Smads 4 y 7, en extractos citosolicos y nucleares.
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Figura 5.3.4: Incremento de f-catenina, Smads y PCNA luego del tratamiento con el
ligando Wntga. Las células C3A (4x10°%/placa) y Huh7 (2x10¢/placa) fueron incubadas en placas
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de 10 cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs en presencia o ausencia de
Wnt3a recombinante (20 ng/mL). Los niveles de B-catenina activa (A), p-Smad2/3 (B), Smad4 (C)
y Smad7 (D) se determinaron en extractos citosélicos y nucleares de las lineas de HCC mediante
western blot. Los niveles de PCNA (E) se evaluaron en extractos nucleares de ambas lineas celulares
utilizando el mismo método. En todos los casos B-actina (F) fue utilizada como control de carga. El
analisis densitométrico se realiz6 en al menos cuatro experimentos independientes. Los resultados
se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las células control (sin tratar)
como 100% y se expresaron como la media + el error estandar. C: células control, Wnt: células
tratadas con Wnt3a, p-2: forma fosforilada de la proteina Smad2, p-3: forma fosforilada de la
proteina Smad3s, CI: extracto citosdlico, NU: extracto nuclear, C3: linea celular C3A, HU: linea
celular Huh7y. *p < 0,05 vs. C.

Al mismo tiempo, se observo una menor asociacion del factor TCF4 con las
proteinas Smads luego de los tratamientos. Asi, las citoquinas redujeron los niveles
de los intermediarios Smads en el citosol y en el nuacleo y, de este modo, la
disponibilidad de dichas proteinas en el complejo nuclear con TCF4.

Existe muy poca informacion acerca de la asociacion Smads/TCF4 en lineas
de HCC. Ademas, si bien ha sido informada la regulacion de la interaccién entre las
proteinas Smads y TCF mediada por TGF-p1 (139, 143), ain no se han publicado
estudios que describan la modulacion de Smads y su asociacion con TCF mediada
por IFN-a.

Por otra parte, la estimulacion con TGF-p1 arrojo resultados opuestos a los
previstos, ya que al incubar las células con esta citoquina se esperaria un aumento
de la senal TGF-1/Smads. Sin embargo, este evento so6lo ha sido estudiado en las
primeras horas del tratamiento con TGF-1 (generalmente 30 min y 1 h) (137, 287,
308). De esta manera, pareciera ser que el efecto de una estimulacion prolongada
con TGF-B1 modifica el comportamiento de los intermediarios Smads. Por ello,
evaluamos si la via Wnt candnica era capaz de modular los niveles de Smads a las
48 hs. Para realizar este analisis, tratamos las células con el ligando Wnt3a con el
proposito de activar la via Wnt/B-catenina. Este tratamiento aumentd
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significativamente las cantidades de Smads 2 y 3 fosforiladas, de Smad4 y de
Smad7, en extractos citosolicos y nucleares de C3A y Huh7. Esto indica que la
activacion de la senalizacion mediada por B-catenina genera el incremento de los
niveles proteicos de Smads. De hecho, se demostré en otros modelos que B-
catenina modula positivamente la via de senalizacion TGF-B/Smads (309, 310) vy,
ademas, se identific6 a TGF-§ como un gen blanco de la via Wnt/B-catenina (311-
313).

Adicionalmente, encontramos un aumento de los niveles de la proteina
PCNA luego del tratamiento con Wnt3a en extractos nucleares de las células C3A 'y
Huh7. Dado que PCNA es esencial para la replicacion del ADN durante la fase S del
ciclo celular (291), su incremento luego de la acumulaciéon de p-catenina
probablemente esté acelerando la sintesis de ADN y promoviendo la proliferaciéon
celular.

Finalmente, es de sumo interés advertir la modificaciéon del comportamiento
de la sefalizacion de TGF-3 que se produce durante la hepatocarciogénesis y que
contribuye a la progresion tumoral (seccién 2.3.3). Este fendbmeno estaria en gran
parte asociado a la interaccién de Smads con otras sefiales, iniciadas o no por TGF-
B (314). Un ejemplo de esta interaccion es la uniéon de Smads con LEF/TCF/(3-
catenina. Por otra parte, las proteinas Smads pueden ser inducidas en ausencia de
TGF-f por otras vias de sefializacion, muchas de las cuales estan desreguladas en el
HCC (115, 163, 164, 314). Recientemente, se demostro el aumento de los niveles y la
localizacion nuclear de Smads 2, 3y 4 y de f-catenina y la formacion de complejos

entre estas proteinas y TCF durante la progresion maligna del HCC y de otros tipos
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de tumores (315-319). Asimismo, se ha propuesto que la activacion anormal de la
via Wnt/[-catenina seria un evento temprano durante la hepatocarcinogénesis (99,
258, 320-322), mientras que el rol de TGF-3 como estimulador de la progresion
tumoral ocurre en estadios posteriores (123, 319). De esta manera, se puede
suponer que la interaccion de la sefializaciéon aberrante Wnt/p-catenina con la
senal TGF-/Smads provee un mecanismo para convertir a TGF-§ en un promotor
tumoral. Al respecto, Labbé y col. (142) describieron un programa transcripcional
inducido por la colaboracion de ambas vias que no se hubiera podido predecir
estudiando las dos senalizaciones por separado. Los autores sugirieron que la
interaccion de ambas vias promueve la tumorigénesis.

En relacion a estas evidencias, en nuestro modelo se encontraron la via
Wnt/[-catenina y las proteinas Smads elevadas en ausencia de tratamiento. Sin
embargo, los niveles de [-catenina y de Smads y la asociacion de estas proteinas
con TCF4 disminuyeron luego de los tratamientos con IFN-a2b y/o TGF-f1.
Podemos inferir entonces que estas citoquinas desencadenan el desacoplamiento
del complejo Smads/TCF4/B-catenina. Esta modificacion estaria afectando la
transcripcion de los genes blanco de la via Wnt/B-catenina y de aquellos que
surgen de la interacciébn entre esta via y la senalizacion TGF-f1/Smads.
Adicionalmente, la inhibicién de la formacidon de este complejo en presencia de
IFN-a2b y/o TGF-f1 tendria un rol critico en desacelerar la oncogénesis, ya que la
accion global de estas citoquinas fue disminuir la proliferacion celular y aumentar

la muerte celular por apoptosis.
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Capitulo 4: Analisis de la regulacion de FoxO3a y de su interaccion con
B-catenina y con Smads 2 y 3 mediada por IFN-a2b en las lineas de HCC

HepG2/C3A y Huh7y

5.4.1. Grupos experimentales

En esta parte del trabajo de tesis se utilizaron tnicamente las células
tratadas durante 48 hs en presencia o ausencia de IFN-a2b. Esto se debi6 a que
durante el analisis de las vias de senalizacion Wnt/B-catenina (Capitulo 2) y TGF-
B/Smads (Capitulo 3), la utilizaciéon de TGF-p1 solo o combinado con IFN-a2b, no
aportd ventajas respecto del tratamiento con IFN-a2b solo. Ademaés, IFN-a2b por
si solo fue capaz de modular a las proteinas Smads, que son los intermediarios de la
cascada de senalizacion de TGF-f1.

Para evaluar el rol de las quinasas IKKf3, Erk y p38 en la modulaciéon de
FoxO3a mediada por IFN-a2b, se pretrataron las células en presencia o ausencia de
los inhibidores de las quinasas en estudio durante 1 h y, posteriormente, se
incubaron las células en presencia o ausencia de IFN-a2b durante 48 hs

(manteniéndose a los inhibidores durante este tiempo).

5.4.2. Quinasas que regulan a FoxO3a

Tal como se detalld en la seccion 2.4.2, la senalizacion de los factores FoxO
es regulada negativamente por las quinasas Akt, IKKf y Erk y positivamente por las
quinasas JNKy p38.

Para estudiar la participacion de las quinasas mencionadas en la regulacion

de FoxOs3a en las células tratadas con IFN-a2b respecto de las células sin tratar, se
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analizaron en primera instancia los niveles de la forma activa (fosforilada) de cada

de las quinasas mediante western blot, empleando lisados totales (figura 5.4.1).
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Figura 5.4.1: Modulacién de los niveles proteicos de las formas fosforiladas (activas)
de las quinasas Akt, IKKf, Erk, JNK y p38 por IFN-a2b. Las células C3A (4x10%/placa) y
Huh7 (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10 cm de didAmetro con medio libre de suero y
tratadas durante 48 hs en presencia o ausencia de IFN-a2b (100.000 U/mL). Los niveles proteicos
de p-Akt (A), p-IKKp (B), p-Erk (C), p-JNK (D) y p-p38 (E) se determinaron en lisados totales de
las lineas celulares C3A y Huh7 mediante western blot. El anélisis densitométrico se realiz en al
menos cuatro experimentos independientes. Los resultados se calcularon como la relaciéon quinasa
fosforilada/quinasa total y se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las
células control (sin tratar) como 100%. Los resultados se expresaron como la media + el error
estandar. C: células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b, E1: p-Erki, E2: p-Erk2, 2/3: p-
JNK2/3, 1: p-JNK1. *p < 0,05 vs. C.

En las células tratadas durante 48 hs con IFN-a2b, se hall6 una disminucion
significativa de los contenidos proteicos de las formas activas de las quinasas Akt
(C3A: -67%. Huh7: -61%), IKKB (C3A: -22%, Huh7: -27%) y Erk (C3A: p-Erk1 -
79%, p-Erk2 -56%. Huh7: p-Erk1 -46%, p-Erk2 -41%), respecto de las células sin
tratar (figura 5.4.1 A-C). En cambio, se observo luego del tratamiento un
incremento significativo de los niveles proteicos de las formas activas de las
quinasas JNK (C3A: p-JNK2/3 +49%, p-JNK1 +64%. Huh7: p-JNK2/3 +45%, p-
JNK1 +41%) y p38 (C3A: +59%, Huh7: +121%), respecto de las células sin tratar

(figura 5.4.1 D, E).

5.4.3. Localizacion del factor de transcripcion FoxO3a

Para evaluar si la localizacion subcelular de FoxO3a era modificada en
presencia de IFN-a2b, se midieron los niveles proteicos de este factor en fracciones
citosoélicas y nucleares, mediante western blot. Ademas, se analizaron los niveles
proteicos de FoxO3a en lisados celulares totales.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.4.2. Luego de estimular
a las células C3A y Huh7 durante 48 hs con IFN-a2b se obtuvo una reduccion

significativa de FoxO3a en fracciones citosolicas (C3A: -34%, Huh7: -48%), que se
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correlacion6 con un aumento significativo de esta proteina en fracciones nucleares
(C3A: +84%, Huh7: +72%). No se observaron cambios de los niveles de FoxO3a en

lisados celulares totales luego del tratamiento con IFN-az2b.
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Figura 5.4.2: Modificaciéon de la localizaciéon subcelular de FoxO3a por IFN-a2b. Las
células C3A (4x10°/placa) y Huh7 (2x10%/placa) fueron incubadas en placas de 10 cm de diametro
con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs en presencia o ausencia de IFN-a2b (100.000
U/mL). Los niveles proteicos del factor FoxO3a (A) fueron detectados en extractos citosolicos y
nucleares y en lisados totales, mediante western blot. B-actina (B) fue utilizada como control de
carga. El analisis densitométrico se realizé en al menos cuatro experimentos independientes. Los
resultados se mostraron en valores porcentuales considerando arbitrariamente a las células control

(sin tratar) como 100% y se expresaron como la media + el error estandar. C: células control, IFN:
células tratadas con IFN-az2b, C3: C3A, HU: Huh7. *p < 0,05 vs. C.

5.4.4. Regulacion de FoxO3a mediada por quinasas

Una vez activa, la enzima Akt fosforila a FoxO3a en tres sitios conservados
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(Thr32, Ser253 y Ser3is) provocando su secuestro en el citosol. Por ello, para
analizar si en las células tratadas con IFN-a2b existia un cambio en la modulacion
de FoxO3a por Akt, se evaluaron los niveles proteicos de la forma fosforilada en
Ser253 de FoxO3a en extractos citosélicos por western blot.

Como se aprecia en la figura 5.4.3, se observo una disminucion significativa
de p-FoxO3a (Ser253) en las células incubadas durante 48 hs con IFN-a2b (C3A: -
36%, Huh7: -49%), respecto de las células sin tratar. Este dato se corresponde con
la disminucién observada para la forma activa de la enzima Akt, en presencia de

IFN-a2b.
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Figura 5.4.3: Reduccién de la fosforilacion de FoxO3a mediada por Akt en presencia
de IFN-az2b. Las células C3A (4x10%/placa) y Huh7 (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10
cm de diametro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs en presencia o ausencia de IFN-
az2b (100.000 U/mL). Los niveles proteicos del factor FoxO3a fosforilado en Ser253 (p-FoxO3a)
fueron detectados en extractos citosélicos provenientes de las lineas de HCC, mediante western
blot. El andlisis densitométrico se realiz6 en al menos cuatro experimentos independientes. Los
resultados se calcularon como la relaciéon p-FoxO3a/FoxO3a y se mostraron en valores porcentuales
considerando arbitrariamente a las células control (sin tratar) como 100%. Los resultados se
expresaron como la media + el error estandar. C: células control, IFN: células tratadas con IFN-a2b.
*p < 0,05vs. C.
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A continuacion, se analiz6 la regulacion de Foxo3a por IKK(, Erk y p38 en
presencia de IFN-a2b. Para esto, las células Huh7 se trataron previamente con los
inhibidores PS1145 (IKKB), PD98059 (Erk) y SB202190 (p38) y se realizo
posteriomente el tratamiento habitual con IFN-a2b. Luego, se midieron los niveles
proteicos de FoxO3a en extractos nucleares mediante western blot.

Se apreci6 un aumento significativo de los niveles de FoxOg3a al inhibir las
quinasas IKKp (+44%) y Erk (+72%), respecto de las células sin tratar (figura 5.4.4
A). Por el contrario, la inhibicién de p38 generd una disminucién significativa del

contenido proteico de FoxO3a (-57%), respecto de las células sin tratar (figura

5.4.4 A).
FoxO3a Nucleo - Huh7
A C PS PD SB B IFN PS+ PD+SB+
— — — | FoxO3a W . e s | FoxO3a
— | B-actina | p-actina
200- . 200
175- X dL 175- )
150- T 150- *
— — -
2125 £ 125
c c
8 1001 S 100 ,
= 751 = 751
50- T 501
25+ ﬂ 251
of EH Lo W 0 =
C PS PD SB IFN PS+ PD+ SB+

Figura 5.4.4: Participacion de IKKf, Erk y p38 en la acumulacion nuclear de FoxO3a
mediada por IFN-a2b. Las células Huh7 (2x106/placa) fueron incubadas en placas de 10 cm de
didmetro con medio libre de suero, tratadas previamente con PS1145, PD98059, SB202190 0 sin
tratar y posteriormente incubadas durante 48 hs en ausencia (A) o presencia (B) de IFN-a2b
(100.000 U/mL). Los niveles proteicos del factor FoxO3a fueron detectados en extractos nucleares
mediante western blot. B-actina fue utilizada como control de carga. El analisis densitométrico se
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realizé en al menos cuatro experimentos independientes. Los resultados se mostraron en valores
porcentuales considerando arbitrariamente las células sin tratamiento con inhibidores como 100% y
se expresaron como la media + el error estindar. C: células sin tratamiento, PS, PD y SB: células
preincubadas con PS1145, PD98059 y SB202190, respectivamente, IFN: células tratadas con IFN-
azb, PS+, PD+ y SB+: células preincubadas con PS1145, PD98059 y SB202190, respectivamente, y
luego tratadas con IFN-az2b. *p < 0,05 vs. C.

Por otro lado, al estimular las células con IFN-a2b en presencia de PS1145 o
de PD98059, se observd un incremento significativo de los niveles de FoxO3a
(+36% y +45%, respectivamente), respecto de las células tratadas con IFN-a2b. Del
mismo modo, se observé una reduccion significativa de los niveles de FoxO3a luego
del tratamiento con SB202190 e IFN-a2b (-28%), respecto del tratamiento con

IFN-a2b solo (figura 5.4.4 B).

5.4.5. Analisis de la uniéon de FoxO3a a B-cateninay a Smads 2y 3

Debido a que el tratamiento con IFN-a2b resulté en una menor union de §3-
catenina y de Smads al factor de transcripcion TCF4 y a un aumento del factor
FoxO3a en extractos nucleares, se evalu6 la posible asociacion de FoxO3a con 3-
catenina y con las formas fosforiladas de Smads 2 y 3 en presencia de IFN-az2b.

Para este analisis, se realizO un ensayo de co-inmunoprecipitacion
empleando lisados totales de las lineas celulares C3A y Huh7 tratadas durante 48
hs en presencia o ausencia de IFN-a2b.

Tal como se muestra en la figura 5.4.5, el tratamiento favorecio la asociacion

de FoxO3a con [3-catenina y con Smads 2 y 3 fosforiladas.

5.4.6. Discusion

Dentro de la familia de los factores FoxO, FoxO3a es el que mas interés
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despierta, ya que es el Gnico miembro que es blanco comuin de las quinasas
oncogénicas Akt, IKKf y Erk (182). Ademas, JNK y p38 también son capaces de

modular a FoxO3a (194, 195, 200).

Proteina Proteina
inmunoprecipitada C IEN inmunodetectada

C3A FoxO3a . www ; B-catenina
p-Smad2/3 [T FoxO3a
FOXO3a | ame -catenina
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Figura 5.4.5: Asociaciéon de FoxO3a con f3-catenina y con p-Smad2/3 promovida por
IFN-az2b. Las células C3A (4x10° células/placa) y Huh7 (2x106 células/placa) fueron incubadas en
placas de 10 cm de didmetro con medio libre de suero y tratadas durante 48 hs en presencia o
ausencia de IFN-a2b (100.000 U/mL). Se prepararon lisados celulares totales y se
inmumoprecipitaron cantidades iguales de proteinas con anticuerpos especificos. Los
inmunoprecipitados fueron sometidos a western blot para detectar las proteinas indicadas
empleando anticuerpos especificos. C: células control (sin tratar), IFN: células tratadas con IFN-
az2b, s: B-catenina salvaje, t: B-catenina truncada.

En el Capitulo 1 se mostr6 que el tratamiento con IFN-a2b disminuye la
proliferacion y aumenta la muerte celular programada en las lineas de HCC
HepG2/C3A y Huhy. En los Capitulos 2 y 3 se demostrdé que este tratamiento
reduce la cantidad de B-catenina y de las formas fosforiladas de Smads 2 y 3,
unidas a TCF4. Es sabido que FoxO3a interactiia con B-catenina (204-206) y con
Smads 2 y 3 (207-209). Por esto, y sumado al hecho de que FoxO3a participa en
procesos de arresto y muerte celular, decidimos evaluar el efecto de IFN-a2b sobre
la regulacion y localizacion de FoxO3a, las quinasas implicadas en dicho proceso y
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la asociacion de FoxO3a con B-catenina y con p-Smad2/3. Cabe destacar que no se
han publicado estudios que analicen los efectos de IFN-a sobre FoxO3a en lineas
celulares.

Para comenzar el analisis, se evalu6 si los niveles proteicos de las quinasas
que regulan a FoxO3a eran afectados por el tratamiento con IFN-a2b. La
estimulacion de C3A y Huh7 con IFN-a2b gener6 una disminucion significativa de
las formas fosforiladas de Akt, IKKB y Erk, mientras que aumentd
significativamente los niveles proteicos de las formas fosforiladas de JNK y p38.

De manera similar a nuestros resultados, previamente se observaron
disminuciones en los niveles proteicos de p-Akt y de p-Erk luego del tratamiento
con IFN-a en lineas de HCC (323, 324) y en otros tipos celulares (325-328). Por
otra parte, no hay estudios acerca de los efectos de IFN-a sobre el estado de
fosforilacion de IKKB en HCC o en otros tipos de células. Ademas, se ha descripto
que IFN-a aumenta los niveles de p-JNK y de p-p38 en lineas de HCC (329, 330) y
también en otros modelos (331-338).

Dado que el tratamiento con IFN-a2b indujo la reducciéon de los niveles de
las quinasas que inhiben a FoxO3a y el aumento de las que lo activan, analizamos si
el contenido citosolico y nuclear de FoxO3a era modificado por esta citoquina. Los
resultados mostraron una reduccion significativa de FoxO3a en fracciones
citoso6licas y un aumento significativo de esta proteina en fracciones nucleares,
luego de incubar las células C3A y Huh7 con IFN-a2b. No se observaron cambios
en los niveles proteicos de FoxO3a en lisados celulares totales en presencia de IFN-

a2b. Los cambios obtenidos evidencian una relocalizacién del factor FoxO3a luego
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del tratamiento con IFN-a2b, que favorece su localizaciéon nuclear.

A continuacion, se estudiaron los niveles de FoxO3a fosforilado por Akt en
células tratadas con IFN-a2b. El tratamiento redujo significativamente los niveles
proteicos de p-FoxO3a, en concordancia con la disminucion hallada en p-Akt. Esto
indica una accion reducida de Akt sobre FoxO3a en presencia de la citoquina.
Ademas, esta disminucion de la fosforilacion de FoxO3a mediada por Akt estaria
indicando una menor retencién en el citosol y una mayor localizaciéon nuclear de
Fox(O3a en presencia de IFN-az2b, lo cual coincide con los niveles encontrados para
FoxO3a en extractos citosolicos y nucleares.

Posteriormente, se evalu6 el rol de IKKf, Erk y p38 sobre la acumulacion
nuclear de FoxO3a en presencia de IFN-a2b. El tratamiento con los inhibidores de
IKKp y de Erk increment6 de forma significativa los niveles de la proteina FoxO3a
en extractos nucleares de las células Huh7. Este resultado confirma la modulacién
descripta de FoxO3a por dichas quinasas (182). A su vez, la inhibicion de IKK y de
Erk aumento significativamente la acumulacion nuclear de FoxO3a desencadenada
por IFN-a2b. Asi, concluimos que la inhibicién de IKKf y de Erk por IFN-a2b
contribuye al incremento nuclear de FoxO3a inducido por la citoquina.

Por el contrario, el aumento de los niveles proteicos de FoxO3a en extractos
nucleares de la linea celular Huh7 fue bloqueado de manera significativa tras el
tratamiento con el inhibidor de p38. Esto ratifica la activacion de FoxO3a mediada
por p38 descripta anteriormente (195, 200). Al mismo tiempo, la inhibicién de p38
produjo una disminucion significativa de la acumulacién nuclear de FoxO3a
generada por el tratamiento con IFN-a2b. Dado que previamente demostramos

que IFN-a2b aumenta la activacion de p38, concluimos entonces que p38
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interviene en el incremento nuclear de FoxO3a promovido por esta citoquina.

En conjunto, los datos obtenidos indican que el aumento de la forma activa
de p38 y la disminucién de las formas activas de Akt, IKKfB y Erk, favorecen la
localizacion nuclear de FoxO3a en células tratadas con IFN-a2b. Sin embargo, no
podemos descartar la participacion de otras quinasas (como por ejemplo JNK) en
la modulacién de FoxO3a, ya que el balance final entre las quinasas que regulan
positiva y negativamente a FoxO3a sera lo que determine la cantidad nuclear de
este factor.

Por ultimo, se evalué la asociaciéon del factor FoxO3a con B-catenina y con
Smad2/3 en células C3A y Huh7 estimuladas con IFN-a2b. El tratamiento
favorecio la union de FoxO3a tanto a B-catenina como a Smads 2 y 3 fosforiladas.

El resultado encontrado para la interaccion -catenina/FoxO3a, en conjunto
con el obtenido en la seccion 5.2.3, estaria indicando un desplazamiento de -
catenina desde TCF4 hacia FoxO3a en las células C3A y Huh7 tratadas con IFN-
a2b. Asi, el aumento nuclear de FoxO3a en presencia de IFN-a2b contribuiria a la
atenuacion de la via Wnt canoénica causada por la citoquina, mediante la
disminucion de la actividad transcripcional de TCF4. Al mismo tiempo, debido a
que el tratamiento con IFN-a2b disminuye los niveles nucleares de [(-catenina
activa mientras que aumenta los niveles nucleares de FoxOg3a, la uniéon -
catenina/FoxO3a se genera en presencia de niveles bajos de [-catenina y niveles
altos de FoxO3a, como se describi6 anteriormente (204, 206). De forma similar, en
un trabajo anterior probamos que [}-catenina interactiia con TCF4 en higados de
ratas con preneoplasia hepatica y que el tratamiento con IFN-a2b atentia esta

interaccion, mientras que aumenta la unioén B-catenina/FoxO3a (258).
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Por otra parte, se sabe que FoxO3a es capaz de interactuar con Smads 2, 3y
4 (207-209). En este estudio, sblo se analiz6 la asociacion de FoxO3a con Smads 2
y 3, pero no se descarta la posibilidad de que se esté produciendo también una
interaccion entre FoxO3a y Smad4 en presencia de IFN-a2b. Adicionalmente, en la
seccién 5.3.3 informamos una union reducida de Smad2/3 a TCF4 en presencia de
IFN-a2b, con lo cual también se estaria dando un desplazamiento de Smad2/3
desde TCF4 hacia FoxO3a, que acompanaria al de p-catenina. En conjunto, estos
eventos generarian por un lado la atenuaciéon de la actividad transcripcional del
factor TCF4 y, por el otro, el aumento de la actividad transcripcional de FoxO3a.
Como resultado, el tratamiento con IFN-a2b favoreceria la transcripcion de los
genes blanco de FoxO3a desde complejos transcripcionales que involucran a f3-
catenina, Smads, o a otros cofactores. Estos sucesos jugarian a favor del arresto
celular y la apoptosis, mientras que se opondrian a los procesos que conducen a la
supervivencia celular. Adicionalmente, la modulaciéon de las quinasas estudiadas
por IFN-a2b colaboraria con los cambios en la proliferacién y en la apoptosis
observados, ya que estas quinasas no so6lo regulan a FoxO3a sino que también
interacttian con otras senalizaciones. Asi, por ejemplo, se ha informado que Akt y
Erk activan la via Wnt/B-catenina (339-342) y que las quinasas analizadas en este

trabajo de tesis se relacionan de manera compleja con la sefnalizacion TGF-

B/Smads (115, 163, 314).
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6. Conclusiones Generales

Si bien la cascada de sefalizacion Wnt/f-catenina es clave durante el
desarrollo y la homeostasis hepatica, también es conocida por su rol oncogénico en
el HCC (80). Adicionalmente, la via TGF-3/Smads interactia con la senalizacion
Wnt/[-catenina durante estos procesos (143, 145, 150, 159).

Por otro lado, el factor de transcripcion FoxO3a interactiia con p-catenina
(204-206) y con Smads (207-209) e interviene en procesos como arresto y muerte
celular, entre otros (176).

Es de suma relevancia comprender los mecanismos que conducen a la
inhibicion del crecimiento y a la induccion de la apoptosis en las células
cancerigenas. Respecto a esto, IFN-a presenta propiedades antiproliferativas y
proapoptoticas (234, 239), pudiendo ser atil como agente antitumoral.

En este trabajo de tesis, decidimos analizar los efectos de IFN-a2b y de TGF-
B1 sobre la via Wnt/[-catenina, los intermediarios Smads, el factor FoxO3a y su
modulacion por quinasas y la interaccion entre estas rutas de senalizacion, en las
lineas de HCC humanas HepG2/C3A y Huh7y. Ademas, evaluamos la accion de
estas citoquinas sobre los procesos de proliferacion celular y apoptosis.

Nuestros resultados mostraron claramente una modulaciéon negativa de la
via Wnt/p-catenina mediada por IFN-o2b y por TGF-B1. Esta atenuaciéon se
evidencio6 por una disminucién de los niveles proteicos de B-catenina y del receptor
Frizzled7 y por una reducciéon de la cantidad de B-catenina unida a TCF4. En C3A,
los tratamientos lograron disminuir también la forma truncada de (-catenina. La

estimulacion con IFN-a2b y/o TGF-B1 gener6 ademas una disminuciéon de las
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proteinas Smads y de su asociacion con TCF4. Este efecto de los tratamientos sobre
los niveles proteicos de Smads podria estar ligado a la reduccién de los niveles de
B-catenina, ya que observamos que el incremento de sus niveles genera el aumento

del contenido proteico de Smads (figura 6.1).

Lineas de HCC: HepG2/C3Ay Huh7

IFN-0.2b y/o TGF-p1 Wnt3a
‘Fn‘zzled? i ,
Figura 6.1: Efectos de Ilos
tratamientos con IFN-a2b, TGF-f1
s (35'““’)‘ 1' y Wnt3a sobre la interaccion entre
f‘f‘a“’“*@ la via Wnt/B-catenina y las
proteinas Smads en las lineas
celulares HepG2/C3A y Huh7. El
tratamiento con IFN-a2b y/o TGF-B1
disminuy6 los niveles proteicos de [-
catenina, Frizzled7 y Smads y redujo la
asociacion de [-catenina y Smads a
TCF4. La respuesta global de las células a
las citoquinas fue la disminuciéon de la
proliferacion y el aumento de la
apoptosis. Por el contrario, el
tratamiento con Wnt3a increment6 los
niveles proteicos de [-catenina y de
Smads.

Respuesta global: proptosis ‘ Proliferacion

Al mismo tiempo, IFN-o2b favorecio la localizacion nuclear de FoxO3a y su
asociacion con [-catenina y con Smads 2 y 3. Este proceso estuvo mediado, al
menos en parte, por la regulacién de FoxO3a por las quinasas Akt, IKKp, Erk y p38.
En este sentido, se observé un menor nivel de las formas activas de Akt, IKKf y Erk
y un mayor nivel de las formas activas de JNK y p38 en las células tratadas con

IFN-a2b (figura 6.2).
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Lineas de HCC: HepG2/C3Ay Huh7

IFN-c2b

Figura 6.2: Efectos del tratamiento
o —— T con IFN-a2b sobre la seiializacion de
o FoxO3a en las lineas celulares
HepG2/C3A y Huhy. El tratamiento con
; el C UK f IFN-a.2b disminuy6 los niveles proteicos de
‘f Erk 0 : v las formas activas de Akt, IKKB y Erk y
® J_ 4 aumenté los niveles de las formas activas
de JNK y p38. IFN-a2b redujo los niveles
de FoxO3a en el citosol e increment6 sus
niveles en el ndcleo. La modulaciéon de Akt,
IKKpB, Erk y p38 mediada por IFN-a2b
contribuyé en este proceso. JNK podria
estar también implicada en el aumento
nuclear de FoxO3a en presencia de IFN-
o2b (linea de puntos marréon). También se
observo un aumento de la asociacion de
FoxO3a con B-catenina y con Smad2/3, en
presencia de la citoquina.

Finalmente, el desacoplamiento de los complejos Smads/TCF4/f-catenina
contribuiria a contrarrestar la progresion tumoral, ya que la accion global de IFN-
a2b y de TGF-f1 fue disminuir la proliferacion celular y aumentar la muerte celular
por apoptosis (figura 6.1). Adicionalmente, el desplazamiento de [-catenina y de
Smad2/3 desde TCF4 hacia FoxO3a en presencia de IFN-a2b presentaria una
doble ventaja. Por un lado, el desacoplamiento de los complejos Smads/TCF4/3-
catenina y la consecuente atenuacion de la actividad transcripcional del factor
TCF4; y por otro, el aumento de la actividad transcripcional de FoxO3a, que
regularia la expresion génica a partir de complejos transcripcionales que
involucran a f-catenina, Smads, o a otros cofactores. Estos sucesos jugarian a favor
del arresto celular y la apoptosis, mientras que se opondrian a los procesos que
conducen a la supervivencia celular. La modulacion de las quinasas Akt, IKK(, Erk,

JNK y p38 por IFN-a2b, también estaria colaborando con la respuesta celular final
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que se obtiene en presencia de la citoquina (figura 6.3).

Lineas de HCC: HepG2/C3Ay Huh7

IFN-a2b

Frizzled7

et ‘H—““*—-\_ et B q_‘_h_“““x‘_

Supervivencia celular Arresto celular y apoptosis

Figura 6.3: Esquema propuesto para describir los efectos de IFN-az2b sobre las
interacciones entre la via Wnt/fB-catenina, los intermediarios Smads y la
senalizacion de FoxO3a en las lineas celulares HepG2/C3A y Huhy. En ausencia de
tratamiento (lado izquierdo) las células presentan niveles proteicos elevados de B-catenina,
Frizzled7 y Smads, que favorecen la formaciéon de complejos Smads/TCF4/3-catenina. Los niveles
de las formas activas de las proteinas Akt, IKKP y Erk se encuentran aumentados, manteniendo al
factor FoxO3a secuestrado en el citosol. Estos fenémenos jugarian un rol clave en la supervivencia
celular. En presencia de IFN-a2b (lado derecho) el factor FoxO3a se acumula en el ndcleo y se
asocia con P-catenina, Smad2/3 u otros cofactores, para regular la transcripcion génica. El
incremento de los niveles proteicos de la forma activa de p38 participa en este proceso. La quinasa
JNK podria estar también involucrada en el aumento nuclear de FoxO3a. El resultado final es la
disminucioén de la proliferacion celular y el aumento de la apoptosis.

Tomando en cuenta estos antecedentes, el esclarecimiento de las sefales
inducidas por IFN-a y por TGF-f en células tumorales y su posible interaccion con
otras senalizaciones intracelulares, podria tener relevancia en el futuro disefio de
estrategias terapéuticas que dirijan las respuestas celulares hacia la supresion

tumoral.
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En conclusion, nuestros hallazgos respaldan la eficacia de la inhibicién de la
via Wnt/[B-catenina en lineas de HCC a través de IFN-a2b o TGF-f1, probando que
estas citoquinas son efectivas tanto en presencia de (3-catenina salvaje como de su
forma truncada. Estos resultados abren una amplia gama de opciones terapéuticas

para pacientes con HCC.
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