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Introduccién

1. Higado y regeneracién hepatica.

El higado es un drgano central en la fisiologia debido a sus numerosas
funciones, que incluyen el metabolismo de carbohidratos, compuestos nitrogenados y
lipidos, siendo fundamental para el almacenamiento de glucdgeno, la biosintesis de
aminodcidos, urea y nucleétidos y la secrecion de bilis, ademas de la detoxificacion de
drogas, produccion de proteinas plasmaticas y hormonas y destruccion de eritrocitos.

Los dafos hepaticos producidos por infecciones por virus hepatotropicos (como
el virus de la hepatitis B o C), por enfermedades (genéticas, metabdlicas o inmunes) y
por drogas o alcohol pueden producir enfermedades crénicas en el higado como
esteatosis, hepatitis, fibrosis, cirrosis y distintas formas de cancer hepatico. Dado que
el higado es un odrgano tan esencial, las enfermedades hepaticas tienen
frecuentemente un desenlace fatal y son una importante causa de muerte.

Vena porta Conducto Arteria hepdtica Vena central

Célula del
endotelio sinuseidal  Célula Célula

Hepatocito
de Kupfer estrellada

Figura 1. Organizacion del higado en lobulos y placas hepaticas y tipos celulares presentes en el
higado.

La unidad funcional del higado es el I6bulo hepatico [Mall, 1906]. Los lébulos
hepaticos son estructuras hexagonales formadas por placas hepaticas (hileras de
hepatocitos de una o dos células de grosor), en cuyo centro se encuentra la vena
central, que desemboca en las venas hepaticas y éstas a su vez en la vena cava
inferior. Los vértices del hexagono lo componen seis triadas portales formadas por una
rama de la arteria hepatica, una rama de la vena porta y un conducto biliar que
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conduce la bilis hacia los conductos biliares mayores EIl higado tiene un doble aporte
circulatorio, mediante la vena porta y la arteria hepatica. La sangre entra en el higado
por la vena porta y la arteria hepatica y fluye a través de los sinusoides hepaticos
hacia la vena central del I6bulo.

Los hepatocitos son uno de los dos tipos celulares de naturaleza epitelial del
higado (el otro son los colangiocitos o células que forman el conducto biliar) y llevan a
cabo casi la totalidad de las funciones del higado, ya que son las células
parenquimaticas mas abundantes: constituyen aproximadamente el 60% de la
poblaciéon celular total y el 80% del volumen del 6rgano. Los hepatocitos tienen
distintas funciones dependiendo de su localizacion en el interior del I6bulo hepatico. El
perfil de expresién génica y las actividades bioquimicas no son exactamente iguales
en todos los hepatocitos sino que existe una “zonalizacion metabdlica”, término que
hace referencia a las diferentes propiedades de los hepatocitos periportales
(adyacentes a la triada portal) y pericentrales (adyacentes a la vena central [revisado
por Duncan et al. 2009]. Los hepatocitos periportales expresan enzimas del ciclo de la
urea y convierten amoniaco en urea. En cambio, los hepatocitos pericentrales
expresan glutamina sintetasa y utilizan amoniaco para generar glutamina [revisado
por: Fausto y Campell, 2003; Duncan et al., 2009]

Los hepatocitos son células con una marcada polaridad de membrana
plasmatica, distinguiéndose con claridad una membrana basolateral y una membrana
apical. Las membranas basolaterales estdn en contacto con las células endoteliales
sinusoidales fenestradas, lo que facilita la transferencia de metabolitos entre los
hepatocitos y la sangre. Los sinusoides son capilares especificos del higado formados
por células endoteliales fenestradas, a las que acompanan células estrelladas
hepaticas (o células de Ito), macrofagos residentes del higado (células de Kupffer) y
linfocitos grandes granulares (células pit) [revisado por: Duncan et al., 2009; Tanaka et
al., 2011)]. Las uniones estrechas entre hepatocitos adyacentes crean un canaliculo
que rodea cada hepatocito y al que estan orientadas las membranas apicales de los
hepatocitos. La bilis es secretada por los hepatocitos hacia el canaliculo biliar y luego
drena hacia el conducto biliar de la triada portal. El canaliculo biliar conecta con el
conducto biliar mediante el Canal de Hering, el cual es el mas probable y aceptado
nicho de células progenitoras hepaticas, que constituyen el objeto de estudio de esta
tesis y de las que hablaremos en el apartado 2.

La posicion anatomica del higado y su funcion fisiolégica de detoxificacion
hacen que las células hepaticas estén en continuo contacto con toxinas. Esto, junto
con dafnos persistentes como infecciones viricas, enfermedades inmunolégicas o fallos
genéticos pueden ser un desafio continuo para el higado. Evolutivamente, el higado se
ha adaptado para sobreponerse a estos dafos y la capacidad regenerativa del higado
de mamiferos adultos es inmensa. De hecho, uno de los aspectos mas fascinantes de
la biologia del higado, que lo diferencia de otros 6rganos, es su capacidad de
regenerarse tras una pérdida parcial de la masa hepatica causada por hepatectomia
parcial (PH) o por necrosis de los hepatocitos. El proceso de regeneracién hepatica es
un proceso de crecimiento compensatorio acompanado de hipertrofia celular que esta
encaminado a restaurar la masa hepatica inicial y es gobernado por necesidades
funcionales y no tanto por requerimientos anatdémicos. Aunque se restaura la funcién
hepatica, las estructuras anatomicas no se reconstituyen.

Generalmente el higado es regenerado por los hepatocitos maduros. Pero
cuando se produce un dafo que impide la proliferacion de los hepatocitos, la
regeneracion hepatica es llevada a cabo por las células progenitoras hepaticas
[revisado por: Duncan et al., 2009; Alison et al., 2009; Tanaka et al., 2011].
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Regeneraciéon mediada por hepatocitos

En condiciones normales, en el higado (como en la mayoria de los érganos) se
mantiene un equilibrio entre la pérdida y la ganancia celular. Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre en otros tejidos, el mantenimiento de la densidad celular en un higado
sano no es llevado a cabo por células madre sino por la division de las propias células
maduras: los hepatocitos y las células del ducto biliar [revisado por: Knight et al., 2005;
Grompe, 2005]. El recambio de hepatocitos en un higado sano es lento, teniendo
estos una vida media de aproximadamente un ano. Esto contrasta con otros 6rganos
de renovacién rapida como la piel o el epitelio del tracto intestinal que se renuevan en
menos de dos semanas. Se conoce poco de la renovacion de otros tipos celulares en
el higado como los colangiocitos y otras células hepaticas.

Tras un dafo, la regeneracion hepatica es también llevada a cabo
principalmente por los hepatocitos maduros. EI modelo mas utilizado para inducir y
estudiar la regeneracion hepatica es la PH, es decir, la reseccion quirdrgica de parte
del higado. Este modelo ha proporcionado mucha informacién sobre los mecanismos
que controlan la regeneracidn hepatica. En respuesta al estimulo de reseccién
quirurgica, los hepatocitos normalmente quiescentes abandonan la fase GO y entran
de nuevo en ciclo celular bajo la influencia de factores de crecimiento [Stocker &
Heine, 1971]. Este modelo es también la demostracibn mas espectacular de la
capacidad regenerativa del higado: en ratas, cuando se resecciona el 70% del higado
el remanente hepatico alcanza de nuevo la masa original en aproximadamente 10 dias
[Higgins et al., 1931]. En humanos, tras el transplante del |6bulo derecho, los higados
del receptor y del donante alcanzan su peso original a los 60 dias de la intervencién
[Marcos et al., 2000].

Regeneraciéon mediada por células progenitoras hepaticas

Cuando la regeneracién hepatica mediada por hepatocitos esta impedida por
un dafio hepatico que sobrepasa la capacidad regenerativa de los hepatocitos, por una
enfermedad hepatica cronica o por senescencia replicativa de la mayoria de
hepatocitos, las células progenitoras toman el relevo en la regeneracién, activandose
un compartimento de células madre en las ramas mas pequefas del arbol biliar
intrahepatico.

Existen diversos modelos animales experimentales de regeneracion hepatica
mediada por la expansion de células progenitoras. Generalmente se recurre a distintas
hepatotoxinas que bloquean la mitosis en hepatocitos o que provocan dafio hepatico
con la consiguiente muerte de hepatocitos. Esto produce estrés oxidativo crénico y/o
inflamacién que dispara una potente respuesta regenerativa en el higado encaminada
a la restauracion del parénquima hepatico perdido. Un resumen de estos modelos
animales queda expuesto en la Tabla 1. Los 3 modelos mas utilizados son la dieta
deficiente en colina y suplementada con etionina (CDE), la dieta suplementada con 3-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) y la PH combinada con tratamiento con
acetilaminofluoreno (AAF).

Esta proliferacion de células progenitoras no se ha descrito sélo en modelos
murinos sino que también se ha observado en humanos [Lowes et al., 1999], donde
recibe el nombre de reaccidon ductular. Esta reaccion es morfolégicamente e
inmunohistoquimicamente analoga a la reaccién observada en roedores. La reaccion
ductular tiene una gran relevancia clinica en enfermedades hepaticas crénicas como la
hepatitis virica crénica, hepatitis de etiologia alcohdlica, higado graso de etiologia no
alcohdlica, colangiopatias inmunes y enfermedades hepaticas hereditarias [Roskams
et al., 1991, 2003a, 2003b; Falkowski et al., 2003]. El dafio hepatico que se extiende a
lo largo de afos o décadas lleva al agotamiento de la capacidad proliferativa de los
hepatocitos y por consiguiente favorece la participacion de las células progenitoras en
los procesos de regeneracion hepatica [Wiemann et al., 2002; Marshall et al., 2005].
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Tanto en humanos como en roedores, la intensidad de esta reaccion, y por tanto la
proporciéon de células progenitoras hepaticas es mayor cuanto mayor es el dafo
hepatico y mas severa es la fibrosis y la inflamacién hepatica [Lowes et al., 1999:
Libbrecht et al., 2000a; Roskams et al., 2003a)]. Esto implica que una escalada en el
déficit de hepatocitos promueve un mayor grado de diferenciacién a lo largo del eje
célula progenitora/hepatocito [Roskams et al., 2003b].

Tabla 1. Modelos
progenitoras

experimentales animales de regeneracion hepatica mediada por células

Tratamiento

Modelo
animal

Referencia

Dieta CDE (Deficiente en colina y
suplementada con etionina)
Dieta DDC (3-dietoxicarbonil-1,4-
dihidrocolidina)

Rata y raton

Rata y raton

Shinozuka et al., 1978ay b

Preisegger et al., 1999; Wang et
al.,2003

AAF (acetilaminofluoreno) + PH
(Hepatectomia Parcial)

AAF/CCI4 (tetracloruro de

Rata y raton

Factor et al., 1994; Fujio et al ,
1994; Preisegger et al., 1999;
Shinozuka et al., 1978

Chiu et al., 2007; Petersen et al.,

carbono) e 1998: Yin et al., 2002
AAF/AA (alcohol alilico) Rata Petersen et al., 1998.
CD (dieta sin colina)/AAF Rata Sell, 1983; Sells et al., 1981
Fenobarbital Raton Rosenberg et al, 2000

DIPIN (1,4-bis[N,N’-
di(etilen)fosfamida]piperazina)+PH

Rata y raton

Engelhardt et al., 1990; Factor et
al., 1994

D-Galactosamina + PH

Rata y raton

Lemire et al., 1991; Dabeva et al.,
1993 ; Lee et al., 1996

Lasiocarpina + PH Rata Laconi et al., 1995

Retrorsina + PH S Gordon et al., 2000; Laconi et al.
1998

Retrorsina + CCl, Rata Dahlke et al., 2003; Zhou et al.,
2006

APAP (N-acetil-p-aminofeno) Raton Kofman et al., 2005

AA (alcohol alilico)

Rata y raton

Lee etal, 1996; Yavorkovsky et
al., 1995

CCl,

DEN (Dietilnitrosamina)

Raton

Rata y raton

Engelhardt et al., 1984

He et al., 1994; Schwarz et al.,
1983

Roskams et al., 2003; Smith et al.,

Etanol (larga duracion) 1996

Rata y raton

Las células progenitoras son apenas detectables en un higado adulto sano y
constituyen la progenie de células madre. Aunque tanto las células madre (stem) como
las células progenitoras tienen capacidad de reconstituir funcionalmente un tejido de
manera duradera en el tiempo, presentan entre ellas ciertas diferencias. Las células
madre se autorrenuevan (es decir, sufren una divisién asimétrica que da lugar a dos
células hijas, una de las cuales mantiene el caracter de célula madre), son



Introduccién

multipotentes (pueden diferenciarse a muchos linajes celulares distintos) y se pueden
transplantar de forma seriada. En cambio, las células progenitoras se dividen
rapidamente pero no poseen la capacidad de autorrenovarse, su potencial de linaje es
limitado y no pueden ser transplantadas de forma seriada [Potten et al. 1997; Shafritz y
Oertel 2010].

Para referirse a las células progenitoras hepaticas se han utilizado diversos
nombres. Los dos términos mas utilizados son “célula oval’ y “célula intermedia
hepatobiliar”. El término “célula oval’ se reserva para las células progenitoras
hepaticas que surgen de la zona periportal en roedores, y deben su nombre a que
poseen un nucleo ovalado. En cambio, se suele utilizar el término “célula intermedia
hepatobiliar” para referirse a las células progenitoras hepaticas humanas [Roskams et
al., 2004]. Otros términos también usados para referirse a estas células son: células
progenitoras ductulares, células ductulares atipicas y células progenitoras hepaticas
peri-ductulares.

2. Las células ovales

Morfolégicamente, las células ovales son células de pequefio tamafo
(aproximadamente 10 ym), con un citoplasma muy escaso y un nucleo grande ovalado
que constituye la mayor parte de la célula.

Las células ovales tienen una elevada capacidad proliferativa, son inmaduras y
bipotenciales, es decir, que poseen la capacidad para diferenciarse tanto a hepatocitos
como a colangiocitos [Evarts et al., 1989; Lazaro et al., 1998; Holic et al., 2000,
revisado por Kamiya et al., 2006]. Las propias células progenitoras hepaticas expresan
marcadores de hepatocitos y de células del conducto biliar como veremos mas
adelante. Ademas, observaciones mediante microscopia electronica para estudiar la
ultraestructura celular han mostrado un gradiente de diferenciacién que va desde
progenitores primitivos hasta hepatocitos y colangiocitos diferenciados [De Vos y
Desmet 1992; Mandache et al., 2002)].

2.1. Caracterizacion fenotipica de las células ovales

El fenotipo de las células ovales posee varias caracteristicas singulares. Es un
fenotipo intermedio entre el de hepatocitos y el de colangiocitos, ya que expresan
simultdneamente marcadores de ambos tipos celulares como citoqueratina (CK) 8 y
18, albumina (ALB), y c-Met propios de hepatocitos y CK 7 y CK 19 tipicos marcadores
de colangiocitos. Esta asociado con el fenotipo de hepatoblastos fetales inmaduros,
como lo muestra el hecho de que expresen AFP (Alfafetoproteina), expresada en la
embriogénesis hepatica y DIk (Delta-like protein), marcador de hepatoblastos
[Tanimizu et al.,, 2004]. Ademas, expresan N-CAM y cromogranina que son
marcadores de células neuroepiteliales, implicadas en adhesién y en procesos de
secreccion, respectivamente; asi como algunos marcadores hematopoyéticos como
Thy-1 (CD90), Sca-1 (stem cell antigen 1), CD34 y CD133 [Knittel et al.,1996; Dezso et
al., 2007, Dudas et al., 2007; Dudas et al., 2009; Van Hul et al., 2009].

También hay que destacar que entre los distintos modelos murinos (rata y
ratén) de induccion de células progenitoras hepaticas existen diferencias en cuanto a
la expresion de algunos marcadores. Las células ovales de rata son mas positivas
para AFP que las de ratdén [Factor et al.,, 1990; Jelnes et al., 2007]). Por tanto, las
células ovales de rata recuerdan mas a los hepatoblastos fetales que sus equivalentes
en ratén. Ademas, las células ovales de rata son positivas para OV6 y las de raton no,
aunque estas ultimas si que expresan otros marcadores de células biliares como CK19
y A6 [Factor et al., 1990].
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Tabla 2. Marcadores fenotipicos de células ovales comunes con otros tipos celulares hepaticos y no

hepaticos
Hepatocitos . Células' . Células Células
Hepatoblastos | Colangiocitos | hematopoyéticas Lo .
adultos adultas neuroepiteliales | progenitoras
AAT AFP A6 Chrom-a Nestina
Alb Aldolasa A CK7 S-100
CK18 Aldolasa C CK14 PTHrP
HNF4 Dlk CK19
INTRA- GGT GGT
CELULARES GST GST
MPK MPK
OC (2,3,4,5)
OV-6 (CK14
y19)
ABCG2 ABCG2 Cadh 32 CD34 N-CAM c-kit
E-cadh CD13 CD24 CXCR4 Receptores TROP-2
c-Met CD24 CD44 FIt3 de
MEMBRANA Dipeptidil CX43 c-Kit neurotrofinas
CELULAR peptidasa IV | EpCAM Sca-1
FN-14 Integrina a6 | Thy-1=CD90
Integrina a6 | c-Met
Integrina 1 | Prominina 1
OoV-1

2.2. Nicho de células ovales

La mayoria de los datos disponibles apuntan a que el nicho de células
progenitoras hepaticas se localiza en las regiones periportales, concretamente los
canales de Hering [Saxena et al., 1999, Theisse et al., 1999; Paku et al., 2001;
revisado por Dolle 2010], existiendo también dicho nicho en higados adultos humanos.
No obstante, algunos autores han propuesto la existencia en el higado de un sistema
de regeneracion multi-escalonado y flexible en contraposicion a una unica localizacion
de células progenitoras [Kuwahara et al.,, 2008], postulandose cuatro posibles
precursores de células progenitoras: células positivas para citoqueratinas del canal de
Hering, los colangiocitos intraductales, las células peri-ductales que carecen de
marcadores hepatobiliares y los hepatocitos peri-biliares [Kuwahara et al., 2008].

Se cree que los nichos actian como microambientes -compuestos por distintas
células, membrana basal y matriz extracelular- que puede tener un efecto en la
activacion y proliferacion de las células progenitoras. Los nichos de células
progenitoras hepaticas estan muy probablemente rodeados por células estrelladas
[Paku et al., 2001; Roskams et al., 2003; Roskams et al., 2004] y células de Kupffer
[Holt et al., 2008], que tienen una funcion primordial en la fibrogénesis, e influiran de
manera diferente en el compartimento de células progenitoras hepaticas dependiendo
de su localizacion en el I6bulo hepatico, su estado de activacion y la naturaleza y
severidad del dafno. Esto puede conducir a diferencias en el inmunofenotipo de las
células progenitoras hepaticas aisladas a partir de distintos modelos de dafio hepatico
[revisado por Santoni-Rugiu 2005; Erker y Grompe 2007]. Se ha demostrado también
que en el proceso regenerativo estan ademas implicadas la inervacion del higado, la
membrana basal y la matriz extracelular, lo que subraya la influencia del
microambiente en la activacién de las células progenitoras hepaticas [revisado por
Dolle et al., 2010].
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2.3. Activacion de las células progenitoras hepaticas

En el contexto de células madre/progenitoras, activacion se refiere a la
expansion de un numero de células mediante proliferacion, que normalmente va
seguida de diferenciacion hacia distintos linajes.

Los mecanismos que median la respuesta de las células progenitoras
hepaticas son objeto de intensa investigacién, ya que el conocimiento de los factores
que gobiernan su proliferacion y diferenciacion es de gran utilidad de cara a su
aplicacion con fines terapéuticos y regenerativos (ver apartado 2.4).

Vena Conducto Arteria
porta biliar hepatica

Canal de Hering

’ Zona periportal ‘

Precursor célula oval @

Activaciénl SDF1, TWEAK, IL-6, Diferenciacién
IFNy, LTB, TNF-a

Célulaoval (@

Proliferacion l TGF-a, HGF, FGF1

TGF-B
Migraciéon /

SDF1/CXCR4

Hepatocito

Célula del conducto
biliar o colangiocito

Figura 2. Activacion de las células ovales, dividida arbitrariamente en 4 fases: activacion
del precursor de células ovales, proliferacion, migracion y diferenciacion.

La activacion de las células ovales se divide arbitrariamente en 4 fases
[revisado por Erker y Grompe 2008; Duncan et al. 2009; Alison et al., 2009]:

-Activacion del precursor de células ovales. Tras el dafio hepatico, se observa
inmediatamente una intensa respuesta inflamatoria que se inicia con infiltracion de
células del sistema inmune y la liberacion de citoquinas y quimioquinas por parte de
las células inflamatorias [Strick-Marchand et al., 2008], hechos que preceden a la
proliferacion de las células ovales. Entre los factores que pueden estimular a las
células ovales se encuentran SDF-1, TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis), IL-
6 (Interleukin 6), linfotoxina-B, IFNy (interferon y), TNFa (Tumor Necrosis Factor a) e
histamina.

-Proliferacion de las células ovales. A continuacion, diversos factores del
crecimiento provocan en las células ovales emergentes una intensa proliferacién y
expansion hacia el exterior de la zona periportal. En esta fase jugarian un papel
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importante el TGFa, HGF, FGF-1 (reguladores positivos de la proliferacion de células
ovales) y el TGF-B (regulador negativo).

El amplio abanico de sefiales que controlan la activacion y proliferacién de las
células progenitoras hepaticas sugiere una significativa redundancia funcional entre las
sefiales que controlan ambos procesos.

Aunqgue actualmente se sabe que es necesario un dafio en los hepatocitos para
que se produzca la respuesta oval, se desconoce como este dafio se comunica a los
precursores de las células ovales. Durante la activacién de las células ovales estan
presentes numerosos tipos celulares epiteliales, hematopoyéticos y mesenquimales y
en muchos casos no estd claro qué células transmiten y cuales reciben sefiales
moleculares importantes. Lo mas probable es que sea necesaria la colaboraciéon de
todos los tipos celulares. La secuencia temporal de los eventos de sefalizaciéon y la
contribucién exacta de cada tipo celular esta todavia por definir.

-Migracién de las células ovales por el parénquima hepatico en el que juega un
importante papel el eje de sefalizaciéon SDF1/CXCR4 [Hatch et al., 2002; Swenson et
al., 2008]

-Diferenciacién de las células progenitoras hacia hepatocitos o células del
ducto biliar. Estudios tanto in vitro como in vivo sobre la diferenciacion de células
ovales a hepatocitos ha proporcionado evidencias de la importancia de distintos
factores en este proceso, incluyendo EGF, HGF, BMP4, OSM, Triyodotironina (T3)
[He et al., 2003, Okaya et al., 2005; Laszlo et al. 2008; Fan et al., 2009] La induccion
de la diferenciaciéon a hepatocitos coincide con un aumento de la expresion de los
factores de transcripcion de la familia de C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) y
HNF4o (hepatocyte nuclear factor 4a), habiendo sido propuestos ambos como
factores importantes en la diferenciacion a hepatocitos de las células progenitoras
hepaticas [Dabeva et al., 1995; Nagy et al., 1994; Suetsugu et al., 2008].

En cuanto a la diferenciacion a colangiocitos, la mayor parte de los estudios se
han realizado en hepatoblastos, aunque dadas las similitudes entre hepatoblastos y
células progenitoras hepaticas se pueden tomar como indicativo de lo que sucede en
células progenitoras. El desarrollo de los conductos biliares se produce en dos pasos.
Primero los hepatoblastos que se encuentran en la zona que esta alrededor de la vena
porta se diferencian a colangiocitos. Este paso esta promovido por la sefalizacion
mediada por TGF-B y Notch y por el factor de transcripcién Sal4, mientras que es
inhibido por los factores de transcripcion Tbx3 y Hex. Posteriormente los colangiocitos
sufren morfogénesis tubular y forman el arbol biliar. En este paso estan implicados los
factores de transcripcion HNF13, HES-1 y Sox9 [revisado por Tanaka et al., 2011].

Muchas de las senales que controlan la regeneraciéon hepatica mediada por
hepatocitos estdan también implicadas en la regeneracibn mediada por células
progenitoras, entre ellas, el TNF-a, IL-6, HGF , EGF y TGF-B, indicando la importancia
crucial que tienen estos factores en la biologia hepatica. Nuestros estudios se han
centrado en las vias del HGF y del EGF, asi como la via del TGF-B y sus efectos en la
biologia de las células ovales.
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Figura 3. Factores intracelulares y extracelulares implicados en la diferenciacion de células
progenitoras hepaticas a hepatocitos y en la formacion del arbol biliar a partir de hepatoblastos.

2.4. Relevancia del estudio de las células ovales.

Terapia celular

Las enfermedades hepaticas cronicas tienen una alta incidencia y acarrean
consecuencias clinicas severas debidas a la pérdida de hepatocitos funcionales y a la
fibrosis que se produce.

En la actualidad el transplante de higado es el tratamiento estandar cuando se
ha producido fallo hepatico debido a enfermedades agudas como por ejemplo,
intoxicacion, hepatitis virica fulminante y enfermedades crénicas congénitas
(alteraciones en el ciclo de la urea, glucogenosis tipo I, sindrome de Crigler Najjar) o
adquiridas (higado graso de etiologia no alcohdlica, hepatitis cronica de origen virico).
Sin embargo, este tratamiento tiene obvias limitaciones, entre ellas el bajo numero de
donantes y la dificultad de la técnica quirdrgica, que hace necesario personal e
instalaciones especializadas y ademas no esta exenta de riesgos entre otros, el
rechazo al transplante [revisado por Dolle et al., 2010].

El trasplante de hepatocitos aislados representa otra opcion terapéutica para el
tratamiento de enfermedades metabdlicas congénitas hepaticas, utilizada
generalmente para mantener con vida a pacientes inestables hasta que encuentren un
donante o para permitir que un paciente se recupere de un fallo hepatico fulminante.
[Sokal et al., 2003]. Sin embargo, también esta alternativa terapéutica plantea
problemas [revisado por Hughes et al., 2012], como: i) los hepatocitos trasplantados
tienen una tasa de integracion y supervivencia muy baja ii) los hepatocitos aislados
son en general escasos en numero y de baja calidad, iii) los hepatocitos son dificiles
de manipular y de cultivar in vitro y su desdiferenciacion en cultivo es muy rapida.

Queda por tanto patente que las terapias actuales presentan una serie de
dificultades y limitaciones que hacen necesario buscar alternativas. En este contexto,
las células ovales/progenitoras hepaticas adquieren gran relevancia como alternativa
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terapéutica ya que en modelos de dano hepatico en los que se ha realizado trasplante
de células con caracteristicas de células progenitoras, estas pueden integrarse en el
parénquima hepatico, diferenciarse a células de fenotipo hepatocitico y repoblar el
higado, sin bien la eficiencia de repoblacién varia mucho entre los modelos utilizados
[Oertel y Shafritz, 2008]. Los avances recientes en el aislamiento y caracterizacion de
estas células progenitoras han creado expectativas en su uso en terapia celular. El
transplante de células progenitoras se considera una herramienta terapéutica
prometedora para numerosas enfermedades hepaticas agudas o crénicas [Sandhu et
al.,, 2001]. Ademas, las células progenitoras hepaticas presentan ciertas ventajas
sobre los hepatocitos como candidatas para terapia celular [Sandhu et al., 2001]:

-Accesibilidad. En la actualidad se ha conseguido aislar células progenitoras a
partir de higado de individuos adultos y, ademas se ha conseguido diferenciar hacia el
linaje hepatico a células progenitoras extraidas de otros tejidos, como médula dsea,
sangre de corddn umbilical, piel y tejido adiposo. Esto abre la posibilidad de obtener
las células madre/progenitoras a partir de tejidos del propio paciente, lo que eliminaria
la posibilidad de rechazo y evitaria la inmunosupresion durante toda la vida del
paciente

-Elevada tasa de proliferacion y facilidad de manipulaciéon in vitro, lo que
reduciria el numero de células a extraer del donante.

-Pequefio tamano, lo que haria que disminuyera el numero de células
necesarias para el trasplante y podria aumentar la eficiencia de integracién. Cuando
se realizan trasplantes de hepatocitos, hasta el 70% de los hepatocitos trasplantados
se quedan atrapados en los sinusoides hepaticos, debido a su elevado diametro (20 a
40 pm), lo que lleva a bajas tasas de integracion y a la necesidad de trasplantar un
nimero elevado de células (hasta 20 x10° hepatocitos en modelos de roedores)
[revisado por Allen y Soriano, 2001].

Sin embargo debe tenerse en cuenta que estas células, tras el trasplante,
deben diferenciarse a células hepaticas funcionales siendo éste un proceso lento y
que podria verse afectado en diferentes aspectos por el entorno de un higado dafiado,
lo que podria influir en el resultado final.

Procesos tumorales hepaticos

Finalmente, no puede dejar de mencionarse la relacién entre las células ovales
y procesos tumorales hepaticos [revisado por Alison 2005; Alison et al., 2009].

Las dos formas principales de tumores primarios hepaticos son el carcinoma
hepatocelular y el colangiocarcinoma.

El carcinoma hepatocelular (HCC) es el quinto cancer mas comun en el mundo
y la tercera causa de muerte por cancer. Los factores de riesgo para el HCC son la
infeccidon por los virus de la hepatitis B (HBV) y C (HCV), el abuso de alcohol, las
enfermedades metabdlicas hepaticas y la exposicion frecuente a mutagenos como
aflatoxinas (metabolitos toxicos del hongo alimentario Aspergillus spp.) situaciones
todas ellas que desembocan en cirrosis hepatica. De hecho, la mayoria de los HCCs
(80%) surgen en un higado cirrético, es decir, de una situacion donde ha habido dafio
a los hepatocitos prolongado en el tiempo.

El colangiocarcinoma (CC) es mucho menos comun que el HCC, pero su
incidencia y mortalidad asociada ha ido en paulatino aumento en las ultimas 2 o 3
décadas. Factores de riesgo para el CC son danos en el epitelio biliar que produzcan
inflamacién crénica y/o obstruccion del flujo biliar, como colangitis primaria
esclerosante, hepatolitiasis e infestaciones hepaticas por los parasitos Opistorchis
viverrini y Clonorchis sinensis.
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El cancer y la biologia de Ilas células madre/progenitoras estan
inexorablemente unidos. En tejidos que se renuevan continuamente, como la mucosa
intestinal y la epidermis, en los que existe un flujo continuo de células desde la zona
de células madre hacia la zona de células terminalmente diferenciadas que estan a
punto de perderse, se acepta comunmente que el cancer es una enfermedad de
células madre, ya que estas son las unicas ceélulas que persisten en el tejido el tiempo
suficiente para acumular el nUmero necesario de cambios genéticos que produzcan
una transformacién neoplasica. En el higado, numerosos estudios apuntan al hecho
de que los tumores hepaticos derivan de una sola célula (son monoclonales), pero la
identificacion de las células fundadoras del HCC y el CC es controvertida. Las razones
son que en el higado no hay un flujo unidireccional de células que sea evidente,
aunque se cree que los hepatocitos centrilobulares son mas diferenciados (poliploides)
y mas cercanos a la senescencia celular que los hepatocitos periportales. Ademas, la
existencia de al menos dos tipos celulares con capacidad regenerativa (las células
progenitoras y los hepatocitos) sugiere que puede haber mas de un tipo de célula
diana para los carcindégenos. Independientemente de cual sea la célula diana
implicada la proliferacién en el momento de la exposicién a carcinégenos es crucial
para “fijar” el dafio genotdxico en una forma transmisible a la progenie. Desde este
punto de vista, cualquier célula proliferativa en el higado es susceptible de
transformacion neoplasica. Segun Sell, en modelos experimentales de
hepatocarcinogénesis puede haber al menos cuatro linajes celulares distintos
susceptibles de transformacion neoplasica [Sell, 2003]: los hepatocitos en el caso del
HCC, los colangiocitos en el caso del CC, las células ovales/progenitoras hepaticas y
un cuarto tipo llamado “célula periductular no definida que responde a dafo peri-portal
y de la que se ha sugerido que podria tener su origen en la médula dsea.

Las evidencias indirectas que hacen pensar que las células
ovales/progenitoras hepaticas estan implicadas en el proceso de carcinogénesis son:

-Existe una correlacion temporal entre la aparicion de células progenitoras
hepaticas y los estadios tempranos del HCC [revisado por Hacker et al., 1992; Alison y
Lovell, 2005] y el CC [Roskams 2006]. Ademas, la activacion de células ovales
precede al desarrollo de HCC en casi todos los modelos de hepatocarcinogénesis y la
reaccion ductular acompana invariablemente al dafio hepatico cronico, que produce
fibrosis y posteriormente cirrosis. Como hemos dicho anteriormente, la mayor parte de
los HCCs surgen en un higado cirrético

-La inhibicion de la respuesta oval en ratones KO para TNFaR1 durante la dieta
carcinogénica CDE de larga duracién (dieta utilizada también como modelo de
induccién de reaccién oval en roedores, ver tabla 1) esta asociada con una reduccion
de la incidencia de lesiones cancerosas [Knight et al., 2000]. Asi mismo, si la
expansion de las células ovales se bloquea en el modelo murino de dieta CDE
inhibiendo c-kit con imatinib mesilato se reduce la formacién de tumores [Knight et al.,
2008].

-In vitro, las células ovales tienen capacidad de transformacion [Pack et al.,
1993].

-Muchos tumores contienen una mezcla de células maduras y células
fenotipicamente similares a células progenitoras hepaticas. También se han detectado
células con un fenotipo de célula progenitora en un subconjunto relativamente raro de
enfermedades hepaticas donde hay claramente dos componentes principales, un
componente HCC y un componente CC, de nuevo sugestivo de un origen a partir de
un progenitor bipotencial [Theise et al., 2003]. También han sido detectadas células
que recuerdan a células progenitoras (OV-1+ o OV-6+) en hepatoblastoma [Ruck et
al., 1996; Ruck et al 1997; Xiao et al., 2003; Fiegel et al., 2004], el tumor hepatico mas
comun en la infancia, probablemente originado a partir de células madre.

11
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-La evidencia mas directa hasta el momento del papel de las células ovales en
la patogénesis de HCC ha sido obtenida experimentalmente por Dumble et al. [Dumble
et al., 2002]. En este trabajo se describe que células ovales aisladas a partir de
higados de ratones deficientes en p53 eran capaces de generar tumores cuando eran
transplantadas en ratones atimicos.

A la luz de la relevancia de las células ovales en terapia celular regenerativa y
de las evidencias de una posible relacién con tumores hepaticos, es patente la
necesidad de conocer mejor los requerimientos de factores de crecimiento para la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de estas células, y sus mecanismos de
accion dentro de la célula.

3. La via de HGF/Met y su relevancia en el contexto hepatico.

3.1. Senalizacion mediada por el eje HGF/Met

3.1.1. EI HGF.

A principios de los afos 80 se purificd a partir de suero de ratas
hepatectomizadas, un factor que inducia de forma muy acusada la proliferacion de los
hepatocitos in vitro, por lo que se denominé a este factor HGF (de Hepatocyte Growth
Factor) [Nakamura et al., 1984; Russell et al., 1984]. De forma independiente se
descubrié un factor secretado por fibroblastos y células de musculo liso que promovia
la motilidad de las células epiteliales y al que se denominé SF (de Scatter Factor)
[Stoker et al., 1987]. Posteriormente se demostré que ambas moléculas eran idénticas
[Naldini et al., 1991b; Weidner et al., 1991].

El HGF es el prototipo de una familia de factores de crecimiento que reciben
colectivamente el nombre de factores de crecimiento relacionados con el
plasminégeno (PRGFs), ya que todos ellos son proteinas de gran tamafo
(aproximadamente 100 kDa) que tienen un dominio estructural similar al del
plasminégeno [Gherardi et al., 1997].

El HGF se sintetiza como un precursor inactivo formado por una Unica cadena
polipeptidica (pro-HGF), que tras sufrir un corte proteolitico entre Arg494 y Val495 da
como resultado la formacion de HGF maduro. Este corte proteolitico es llevado a cabo
por serin-proteasas especificas, tales como el activador de plasmindégeno tipo
uroquinasa (uPA), el activador de plasmindgeno tisular (tPA), el factor de coagulacion
sanguineo Xlla, y el activador de HGF (HGF-A), este ultimo a su vez producido en
forma de zimogeno inactivo por las células epiteliales en respuesta a dafo tisular y
posteriormente activado por trombina [Naldini et al., 1992; Mars et al., 1993; Miyazawa
et al., 1993; Mizuno y Nakamura 1993; Shimomura et al., 1993; Bardelli et al., 1994].

La forma activa madura del HGF es una proteina heterodimérica compuesta de
una cadena pesada o cadena a, de 69 kDa y una cadena ligera o cadena 3 de 34 kDa,
ambas unidas entre si por puentes disulfuro. La cadena pesada contiene un péptido
sefal tipico seguido de una estructura de lazo u horquilla N-terminal y cuatro dominios
Kringle (estructuras de doble lazo, de 80 aminoacidos, estabilizados por puentes
disulfuro intramoleculares). La cadena ligera contiene un motivo de tipo serin proteasa,
pero carece de la triada catalitica, que se encuentra en todas las serin proteasas, Asp-
His-Ser. La sustitucion de dos de esas posiciones hace que carezca de actividad
catalitica.
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Figura 4. Estructura de la forma activa madura del HGF, compuesta de una cadena pesada o
cadena o, de 69 kDa y una cadena ligera o cadena  de 34 kDa unidas entre si por puentes
disulfuro.

El HGF se une con gran afinidad a heparina y al proteoglicano heparan sulfato,
limitando de esta manera su difusiébn in vivo y asegurando al mismo tiempo la
acumulacion del factor en las proximidades de las células productoras y por tanto un
mecanismo de accion local. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con otros
factores de crecimiento de unién a heparina, el heparan sulfato no es necesario para la
unién a su receptor y para la sefalizacion [Matsumoto et al., 1993; Zioncheck et
al.,,1995; Hartmann et al. 1998].

El HGF esta presente en la matriz extracelular del higado y otros 6rganos
(pulmon, rifion, placenta, cerebro) en cantidades considerables, donde es producido
por fibroblastos y otras células mesenquimaticas, tanto durante el desarrollo como en
la etapa adulta. En el higado, el HGF es producido por las células estrelladas y por las
células endoteliales [revisado por Michalopoulos, 2007], pero son las células epiteliales
las que expresan el receptor y responden a este factor [Sonnenberg et al., 1993; Yang
y Park 1995]. Existen algunas excepciones, es decir, hay células que expresan tanto el
ligando como el receptor, y que presentan por tanto un mecanismo de accion
autocrino. La existencia de una actuacién autocrina se ha descrito durante el
desarrollo del sistema nervioso y en procesos de carcinogénesis hepatica, cerebral,
osteosarcoma, glioblastoma y melanoma [Maina et al., 1998; Horiguchi et al., 2002;
Peruzzi y Bottaro 2006]. Resultados de nuestro grupo indican que las células
progenitoras hepaticas también poseen este mecanismo in vitro [del Castillo et al.,
2008a].

Numerosos factores de crecimento y citoquinas (noradrenalina, IL-1, IL-6,
prostaglandinas, PDGF, FGF y TGF-a) modulan los niveles de expresién de HGF, lo
que constituye uno de los puntos de regulacion de la via [Matsumoto et al., 1992;
Boccaccio et al., 1994; Gohda et al.,, 1994; Matsumoto et al., 1995; Zarnegar 1995;
Blanquaert et al., 1999)].

3.1.2. El receptor Met.

El HGF se une con gran afinidad a su receptor Met, codificado por un proto-
oncogén cuyo nombre oficial es Met (aunque también se le conoce como c-Met o
HGFR). Met es un receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa que
pertenece a una familia de tirosina quinasas heterodiméricas, a la que también estan
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adscritos los receptores Ron, Ryk y Sea [Huff et al.,1993; Ronsin et al., 1993; Gaudino
et al., 1994].

Met se expresa en células epiteliales de practicamente todos los tejidos,
aunque también se ha descrito su expresion en células endoteliales y neuronas
[Sonnenberg et al., 1993]. La expresion de Met es inducida por multiples factores,
entre ellos el propio HGF, EGF, IL-1, IL-6, TNF-a, estrogenos, progesterona, y
farmacos como el tamoxifeno y la dexametasona [Boccaccio et al.,1994; Moghul et al.,
1994; Zarnegar 1995].

El receptor Met se sintetiza como una cadena polipeptidica unica de 150 kDa,
que sufre glicosilacién parcial para dar una proteina precursora de aproximadamente
170 kDa. La ruptura proteolitica de esta forma precursora da lugar a una proteina
heterodimérica madura de dos cadenas unidas por puentes disulfuro, una cadena a N-
terminal de 50 kDa localizada en el exterior de la membrana celular y una cadena 3 C-
terminal de 140 kDa que contiene una region extracelular, implicada en la unién al
ligando, una region transmembrana y una region intracelular, que contiene un dominio
catalitico tirosina quinasa y un dominio de anclaje C-terminal [Weidner et al., 1991;
Comoglio 1993)].

El receptor Met se localiza sobre todo en las uniones intercelulares junto a
moléculas de adhesion celular como la E-cadherina [revisado por Birchmeier et al.,
2003]. Parece que Met puede interaccionar con proteinas de la membrana plasmatica
como la propia E-cadherina, CD44, integrina a6p4, ezrina, plexina B1, el receptor Fas
y receptores de semaforinas, con el fin de ejercer sus diversas funciones [revisado por
Birchmeier et al. 2003; revisado por Trusolino et al., 2010]. Se cree que esta
asociacion participa en la especificidad de la respuesta bioldgica [Bertotti y Comoglio,
2003].

Cuando el HGF se une a su receptor induce su homodimerizacién y con ello la
fosforilacion cruzada entre los mondémeros de Met en dos residuos de tirosina
localizados en el dominio tirosina quinasa (Y1234 e Y1235). La eliminacion de estas
dos tirosinas impide la autofosforilacion y por tanto la activaciéon del receptor. A
continuacion, se fosforilan las tirosinas Y1349 y Y1356 en el dominio de anclaje C-
terminal, que actuaran como puntos de anclaje para el reclutamiento y activacion de
proteinas adaptadoras y transductoras de la sefial [Ferracini et al., 1991; Naldini et al.,
1991a; Longati et al., 1994].

Ademas de esta regulacion positiva por fosforilacion, Met también esta sujeto a
una regulacion negativa. Asi, la fosforilacion de un residuo de serina (Ser 985)
localizado en la region yuxtamembrana, por la proteina quinasa C (PKC) y proteinas
quinasas dependientes de calcio, inhibe la fosforilacion en tirosina de la subunidad (3
del receptor y por tanto la actividad tirosina quinasa de Met [Comoglio, 1993; Bardelli
et al., 1994].

El dominio de anclaje C terminal de la subunidad B de Met una vez fosforilado
se asocia a numerosas proteinas adaptadoras y proteinas transductoras de sefiales
intracelulares, a través de tres tipos de dominios: de homologia con Src de tipo 2
(SH2), de unién a fosfotirosina (PBD) y de union a Met (MBD). A su vez, estas
proteinas se unen a otras proteinas adaptadoras y factores de transcripcién a través
de dominios de homologia con Src de tipo 3 (SH3), modulando su actividad. Asi, se ha
descrito que Met puede interaccionar con Grb-2 (Growth factor receptor-bound protein
2), Gab-1 (Grb-2-associated binding protein 1), SHC (Src homology 2 domain
containing transforming protein), Crk/CRKL (v-crk sarcoma virus CT10 oncogene
homolog (avian)-like), PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), rasGAP (ras guanosine
triphosphatase activating protein), PLC-y (phospholipase C-gamma), p59FYN, pp60c-
src, el factor intercambiador de nucleotidos de guanina SOS (son of sevenless), las
fosfatasas Shp2 (Src homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase) y
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Ship1 (SH2 inositol 5-phosphatase 1) y el factor de transcripcion STAT-3 (signal
transducer and activator of transcription 3) [revisado por Furge et al., 2000; Stuart et
al., 2000; Nakamura et al., 2011].

Tras su activacion, Met es ubiquitinado e internalizado, proceso que contribuye
a la terminacion de la sefial y que es mediado por el complejo cbl-CIN85-endofilina
[Jeffers et al., 1997; Peschard et al., 2001; Petrelli et al., 2002]. La E3-ubiquitin ligasa
Cbl reconoce la Tyr 1003 fosforilada (localizada en el dominio yuxtamembrana) y
marca al receptor para su degradacion por el proteasoma. Se ha demostrado que HGF
estimula de forma rapida la endocitosis de Met a través de vesiculas recubiertas de
clatrina [Hammond et al., 2001]. Una vez internalizado, Met viaja a través de un
compartimento endosémico temprano hacia un compartimento perinuclear y también al
aparato de Golgi, y es finalmente degradado de forma progresiva por el proteosoma
[Jeffers et al., 1997].

MET

Dominio Sema a @ (Hepatocyte Growth Factor)

Dominio Sema B
Dominio rico en Cys

Dominios Ig 1-4

Membrana plasmatica

( MIGRACION / INVASION
(MOTOGENESIS)

SUPERVIVENCIA

;
11

( ( PROLIFERACION
—
MORFOGENESIS
:
DESARROLLO REGENERACION
METASTASIS

Figura 5. Esquema de la sefializacion y las respuestas biologicas desencadenadas por la unién del
HGF a su receptor Met.

3.1.3. Senalizaciéon intracelular y actividades biolégicas inducidas por la via de
senalizaciéon de HGF/MET.

Como hemos mencionado, la capacidad de inducir proliferaciéon celular y
migracion dispersiva (scatter) fueron las primeras funciones conocidas del HGF, por
las que fue descubierto y que le dan nombre, pero que distan mucho de ser las Unicas.
De hecho el HGF es una molécula multifuncional que ejerce una gran variedad de
efectos no solo en células epiteliales. Asi, el eje HGF-Met contribuye al desarrollo del
musculo esquelético controlando la migracion de los precursores musculares [Bladt et
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al., 1995] y juega un papel en el desarrollo del sistema nervioso, la remodelacion 6sea
y la angiogénesis [Maina et al., 2001; revisado por: Birchmeier y Gherardi, 1998;
Nakamura et al.,, 2011]. También hay que mencionar que el HGF estimula la
diferenciacion y proliferacion de células precursoras hematopoyéticas humanas que
expresan CD34 asi como de células madre embrionarias humanas y células madre
neuronales [Schuldiner et al., 2000; Kokuzawa et al., 2003; Kato et al., 2004]. En
consecuencia, parece que la regulacion mediada por HGF es un mecanismo comun,
critico en la diferenciacion y expansion de las células madre de los diversos érganos.

En condiciones fisioldgicas, la ruta HGF/Met es esencial ya que induce y
coordina distintos procesos, entre los que destacan la proliferacién celular
(mitogénesis), proteccion frente a apoptosis (supervivencia), diferenciacion,
motogénesis y morfogénesis. Esta ultima es una respuesta Unica inducida por el HGF
y que consiste en la formacion, a partir de células epiteliales, de estructuras
tridimensionales complejas y ordenadas, entre las que destacan la formacién de
tubulos ramificados similares a los que se encuentran en 6rganos epiteliales, tales
como el riidén o la glandula mamaria. La respuesta morfogénica es un fenémeno
complejo que implica a su vez multiples procesos que incluyen cambios en la polaridad
y adhesién celular, migracién, proliferacién, diferenciacion y apoptosis [Montesano et
al.,, 1991; revisado por: Comoglio y Trusolino, 2002; Rosario y Birchmeier 2004;
Karihaloo et al. 2005].

En conjunto, todos estos procesos son necesarios para establecer la
arquitectura tisular y confieren al HGF un papel fundamental durante el desarrollo y
regeneracion de o6rganos epiteliales [revisado por Comoglio y Trusolino 2002;
Birchmeier et al., 2003; Zhang y Vande Woude 2003; Tulasne y Foveau 2008;
Trusolino et al., 2010; Nakamura et al., 2011]. En concreto, la via del HGF/Met tiene un
papel esencial en el desarrollo del higado y la placenta [revisado por Matsumoto y
Nakamura, 2006; Nakamura et al., 2011]. Ratones deficientes en HGF o Met mueren
durante el desarrollo embrionario y presentan graves alteraciones en la placenta y el
higado, dos érganos que presentan la mayor expresion de HGF durante el desarrollo
de raton [Schmidt et al., 1995; Uehara et al.,1995].

Por otra parte, se ha descrito la sobreexpresion tanto de HGF como de Met en
distintos tipos de tumores, incluyendo los carcinomas hepatocelulares; asi como la
sobreactivacion de Met, bien mediante un mecanismo autocrino de produccién de HGF
o bien mediante mutaciones de ganancia de funcién de Met. En definitiva, la activacion
inapropiada de la ruta HGF/Met parece estar implicada en la formacion y progresion
tumoral, contribuyendo al crecimiento, la supervivencia, angiogénesis, invasion y
metastasis de una gran variedad de tumores solidos. EI HGF tiene un papel muy
relevante en los procesos invasivos desarrollados por las células tumorales que
comprenden varios procesos biolégicos, como son la capacidad de la célula
neoplasica para migrar e invadir tejidos adyacentes, sobrevivir en los nuevos
compartimentos y proliferar y finalmente establecerse en sitios distantes del tumor
original. Estos efectos se deben en gran medida a que el HGF es un importante
mediador en las interacciones célula tumoral-estroma, un escenario que recuerda o
emula las interacciones entre el epitelio y el mesénquima implicadas en la
morfogénesis y regeneracion/reparacion tisular y que influyen en la malignidad de un
tumor [revisado por Vande Woude et al., 1997; Comoglio y Trusolino 2002; Birchmeier
et al. 2003; Matsumoto y Nakamura 2006; Benvenuti y Comoglio 2007].

Las evidencias disponibles hasta el momento dejan claro que el HGF activa
multiples vias de transduccion de sefales y que moléculas transductoras especificas
juegan un papel importante en algunas de las respuestas celulares a este factor.
Ademas, sugieren que la especificidad de las respuestas al HGF propias de cada tipo
celular tienen relacion con el conjunto especifico de proteinas adaptadoras y
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transductoras que se expresa en ese tipo celular [Comoglio, 2001; Maina et al., 2001;
Rosario y Birchmeier, 2003].

Como hemos visto, el dominio de anclaje C terminal de Met se asocia con
proteinas que contienen el dominio SH2, como PI3K, Src, Grb2, SHC, SHP2, crk,
PLCy1 y el factor de transcripcion STAT3. Met interacciona también con Gab1, una
proteina multi-adaptadora muy importante en la senalizacién de Met que tras ser
fosforilada por Met da lugar a sitios de union adicionales para las proteinas
anteriormente mencionadas. La asociaciéon entre Met y GAB1 ocurre directamente a
través de un sitio de uniéon a Met (MBD), pero también indirectamente a través de
Grb2.

En conclusion, numerosas moléculas adaptadoras y transductoras participan
en la senalizacion mediada por MET a través de las multiples interacciones que
establece el receptor, directamente, a través de Gab1 o con ambas. Asi, finalmente se
logra una activacioén eficiente de diferentes vias de transduccién de sefiales como la
ruta de las MAPK, incluyendo la via de ERK, de p38 y de JNK, PI3K-AKT, STAT3 y
NF«B.

En los ultimos afos se han logrado avances en la identificacion de los
componentes de la maquinaria de transduccion de sefales implicados en respuestas
concretas, aunque el panorama es bastante complejo. Asi, se ha demostrado que
Gab1-PLCy media la tubulogénesis inducida por HGF; c-Crk/CRKL median la
extension celular (spreading) y migracion; PI3BK/AKT se requiere para diferentes
procesos como la dispersidén celular (scatter), la morfogénesis, la proliferacion y la
supervivencia; la ruta de ERKs-MAPKs se ha relacionado fundamentalmente con
fenomenos de proliferacion y migracion; las vias p38 y JNK controlan diversos
procesos celulares, incluyendo proliferacion, diferenciacion, transformacion vy
apoptosis; la via de STAT3 se ha asociado con fenémenos de proliferacion,
transformacion, tubulogénesis y diferenciacion; y finalmente NKF«B se ha relacionado
con proliferacion y supervivencia, SHIP-1 con morfogénesis y Src con transformacion
celular [Maina et al., 2001; revisado por: Birchmeier y Gherardi, 1998; Birchmeier et al.,
2003; Gao y Vande Woude, 2005; Trusolino et al., 2010].

3.2. La via de HGF/Met y las células hepaticas

El HGF ha sido reconocido durante décadas como un factor de crecimiento
implicado en la respuesta proliferativa de los hepatocitos durante la regeneracion
hepatica [revisado por Michalopoulos, 2007]. Sin embargo, no ha sido hasta fechas
muy recientes cuando se ha demostrado de manera inequivoca el papel fundamental
de la via HGF/met en la regeneracion hepatica. Asi, los ratones knock out
condicionales para Met o HGF especificos de higado ven afectada de manera negativa
la respuesta regenerativa [Borowiak et al., 2004; Huh et al.,, 2004; Phaneuf et al.,
2004]. Estas observaciones indican que la ruta HGF/Met es esencial en procesos de
regeneracion hepatica existiendo cascadas de sefiales asociadas a Met que no
pueden ser compensadas por otras vias.

Asi, se ha observado tanto in vitro como in vivo que los hepatocitos que
carecen de Met funcional muestran una supervivencia basal reducida y una mayor
sensibilidad al dano hepatico inducido por el sistema Fas-Fas ligando [Huh et al.,
2004; Gomez-Quiroz et al., 2008]. En la misma linea, también se ha demostrado que
los higados de animales Met ™ tienen retrasada la reparacion tisular tras necrosis
inducida por CCl, [Huh et al., 2004]. Adicionalmente, se ha demostrado una supresién
significativa de la progresion a través del ciclo celular cuando se impide la expresion
de Met tras una hepatectomia parcial usando RNA de interferencia [Paranjpe et al.,
2007].
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En estos trabajos también se describe que durante la regeneracién hepatica la
carencia de un receptor Met funcional, ademas de afectar a la proliferacion, provoca
una alteracion en la expresion de genes implicados en apoptosis, observandose un
aumento de genes pro-apoptéticos y disminucion de la expresion de genes anti-
apoptéticos. La generacion de modelos de ratén deficientes en HGF o Met también ha
permitido demostrar el importante papel antiapoptoético de esta ruta de sefializacion
durante el desarrollo fetal del higado [Bladt et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Uehara et
al., 1995]. Los embriones deficientes tanto en HGF como en Met tienen higados
anormalmente pequefios y una relacion masa hepatica/masa corporal disminuida,
debido a una apoptosis masiva de los hepatocitos [Bladt et al., 1995; Schmidt et al.,
1995; Uehara et al., 1995]. Mas recientemente, se ha demostrado que en hepatocitos
embrionarios primarios el HGF contrarresta la apoptosis dependiente de Fas actuando
mediante PI3K y AKT para impedir la degradacién de la proteina inhibitoria FLICE
[Moumen et al., 2007]. Adicionalmente, en el higado adulto numerosos trabajos han
documentado una importante contribucion de la actividad antiapoptética del HGF en la
proteccion del higado durante fibrosis y otras alteraciones hepaticas [Owasagara et al.,
1993; Kosai et al., 1998; Kosai et al., 1999; Ueki et al., 1999; Phaneuf et al., 2000; Xue
et al., 2003; revisado por Sanchez y Fabregat 2010], ampliando asi los escenarios en
los que es importante la actividad anti-apoptética del HGF.

En conjunto, estos trabajos proporcionan claras evidencias de un papel de este
sistema ligando/receptor en promover la proliferacién y supervivencia de hepatocitos y
por tanto en la remodelacién tisular durante la regeneracion hepatica, el desarrollo
fetal y la resolucion de fibrosis y otras alteraciones hepaticas.

Ademas de sus efectos en hepatocitos, en los ultimos afios se ha puesto de
manifiesto el relevante papel de la sefalizacion HGF/Met en la funcionalidad vy
actividades bioldgicas de las células madre/progenitoras hepaticas. En cuanto a la
proliferacién celular, durante la activacion in vivo del compartimento de células ovales
en respuesta a un dafno hepatico (tratamiento con 2-AAF/PH) se observa un
incremento significativo de la expresion de HGF, principalmente en las regiones
periportales, coincidiendo con la proliferacion de las células ovales [Nagy et al.1996;
Hu et al., 1993; Alison et al. 1993; revisado por Sanchez y Fabregat 2010]. En esta
linea, se ha observado que la infusion in vivo de HGF durante la regeneracién hepatica
inducida por AAF/PH acelera la proliferacion de las células ovales [Nagy et al., 1996;
Shiota et al., 2000]. Asimismo, se ha demostrado la actividad mitogénica del HGF en
lineas de células ovales de rata y ratdn, bien mediante la sobreexpresion de HGF o
bien por adicion de HGF exdgeno [Okano et al., 2003; Yao et al., 2004; Kato et al.,
2007; del Castillo et al., 2008a; revisado por Sanchez y Fabregat, 2010].

Sin embargo, el HGF es mucho mas que un mitdgeno para las células
madre/progenitoras hepaticas y existen evidencias de su papel como promotor de
supervivencia. El HGF protege frente a |la apoptosis inducida por TNFa a una linea de
células epiteliales de higado con propiedades analogas a las células ovales, WB-F344
[Yao et al., 2004]. Mas recientemente, nuestro grupo ha demostrado, mediante el uso
de un modelo in vitro de células ovales modificadas genéticamente que portan un
receptor Met sin actividad tirosina quinasa, que la pérdida de Met aumenta la
sensibilidad a la apoptosis inducida por falta de suero o por tratamiento con TGF-§ [del
Castillo et al., 2008a]. Atendiendo a estos resultados, es factible que la actividad anti-
apoptética dependiente de Met desempefie una funcién importante como apoyo a la
expansion de las células progenitoras hepaticas tras un dafo hepatico, al ayudarlas a
sobreponerse a las sefales inhibidoras y citotoxicas del higado dafiado.

En lineas derivadas de células epiteliales no parenquimaticas de higado de
raton el HGF induce una respuesta morfogénica que incluye dispersion celular y
formacion de ductos ramificados en geles de colageno, respuestas que no producen
otros factores de crecimiento como EGF, TGFa, aFGF (acidic Fibroblast Growth
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Factor) o insulina [Johnson et al., 1993]. Se ha descrito una respuesta similar en
células ovales pancreaticas, una poblacion celular intimamente relacionada con la
poblacion de células ovales hepaticas [Jeffers et al., 1996].

Recientemente, también se ha demostrado una implicacién directa de HGF en
la promocién de la motilidad e invasividad de células progenitoras hepaticas fetales
humanas, efecto que es mediado parcialmente por la degradacion de la matriz
extracelular mediante metaloproteasas de matriz (MMPs) y la activacion de la via
ERK1/2 MAPKs [Delgado et al., 2009].

Otra importante actividad bioléogica del HGF que no puede dejar de
mencionarse es su efecto modulador en la diferenciacién de estas células. Asi,
numerosos trabajos han descrito que la diferenciacion de células madre hepéaticas
embrionarias hacia hepatocitos requiere de HGF [Suzuki et al., 2000; Minguet et al.,
2003; Suzuki et al., 2002; Suzuki et al., 2003; revisado por Sanchez y Fabregat, 2010].
Ademas, el HGF estd presente en practicamente todas las estrategias para la
diferenciacion in vitro de células madre/progenitoras embrionarias y adultas de
distintos origenes hacia hepatocitos [revisado por Snykers et al.,, 2009]. Tras el
nacimiento, la expresion tanto de HGF como de Met aumentan significativamente en el
higado, ayudando a la maduraciéon completa del hepatocito [Hu et al., 1993; Kamiya et
al., 2001]. Nuestro grupo también ha descrito que el HGF ayuda a mantener la
expresion de marcadores de diferenciacion en hepatocitos fetales de rata en cultivo
tratados con TGF-$, cuyo efecto es inducir una pérdida de marcadores hepatociticos
[Sanchez et al., 1995; Fabregat et al., 1996]. En hepatocitos neonatales primarios de
rata, el HGF aumenta la expresion de marcadores de diferenciacion de hepatocitos
[Pagan et al., 1997; Pagan et al., 1999].

En conjunto, todos estos datos sugieren que el sistema HGF/Met regula
algunos aspectos esenciales de la biologia de las células madre/progenitoras
hepaticas.

Respecto al modo de accién del HGF, ya se ha comentado previamente que se
considera de manera general una accidén paracrina [Sonnenberg et al., 1993]. En el
higado, el HGF es producido principalmente por las células mesenquimales: células
estrelladas y células del endotelio sinusoidal [Schirmacher et al., 1992; Ramadori et
al.,, 1992; LeCouter et al., 2003], mientras que el receptor Met se expresa en las
células epiteliales: hepatocitos, colangiocitos y células progenitoras hepaticas [Hu et
al., 1993; Suzuki et al., 2000; Prat et al., 1991; Matsumoto et al., 1994; revisado por
Sanchez y Fabregat 2010]. Sin embargo, estudios in vitro de nuestro laboratorio
utilizando lineas de células ovales han demostrado un mecanismo autocrino para
HGF/Met implicado en la proteccién frente a apoptosis [del Castillo et al., 2008a]
quedando por explorar la relevancia de este fendmeno in vivo.

Como se ha comentado anteriormente, la desregulacion de la via HGF/Met,
esta relacionada con el desarrollo de multiples tumores y procesos de invasion
[revisado por Matsumoto y Nakamura, 2006; Nakamura et al., 2011]. En el contexto
hepatico se han descrito multiples alteraciones de la via de sefalizacién de HGF/Met
asociadas al hepatocarcinoma celular, que incluyen mutaciones activadoras,
amplificacion y sobreexpresion del ligando y del receptor. Sin embargo, el papel que
juega dicha senfalizacién no estd completamente esclarecido, existiendo evidencias
controvertidas que apuntan tanto a un papel supresor como promotor tumoral
[revisado por Sanchez y Fabregat, 2009].
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4. La via de senalizacion del EGFR y su relevancia en el
contexto hepatico.

4.1. Familia ErbB. Ligandos y receptores

El receptor del EGF (EGFR, de Epidermal Growth Factor Receptor), también
conocido como ErbB-1 o HER1, es uno de los miembros de la familia de proteinas
ErbB, la cual comprende cuatro receptores (ErbB 1-4, también llamados HER1-4) y 11
ligandos extracelulares polipeptidicos que contienen un dominio conservado EGF
(Epidermal Growth Factor). Esta familia ErbB se considera un prototipo de la familia de
receptores tirosina quinasa (RTKSs).

ErbB1 se descubrié originalmente como un oncogén a principios de los 80.
Desde entonces el intenso estudio de esta familia de receptores ha llevado a conocer
su papel primordial en la mediacién de las interacciones célula-célula y célula-
mesénquima durante la organogénesis fetal y también en la fisiologia de los tejidos
adultos y en diversas patologias como el cancer. Regula una gran variedad de
procesos celulares que incluyen diferenciacion, proliferacion, supervivencia,
diferenciacion y motilidad celular [revisado por Citri y Yarden, 2006].

4.1.1. Ligandos de los receptores ErbB

Los ligandos conocidos que se unen a receptores de la familia ErbB son: EGF,
TGFa (Transforming Growth Factor alfa), AFR (anfiregulina), EREG (epiregulina), BTC
(B-celulina), epigeno, HB-EGF (Heparin-Binding EGF), NRG1 (Neuregulin 1), NRG2
(Neuregulin 2), NRG3 (Neuregulin 3) y NRG4 (Neuregulin 4) [revisado por Yarden y
Slliwkowiski, 2001].

Los precursores de todos los ligandos de la familia ErbB tienen una estructura
comun consistente en un motivo EGF (que consta de seis residuos de cisteina y tres
lazos intracelulares mantenidos por puentes disulfuro) flanqueados por un dominio N-
terminal y otro C-terminal de anclaje a la membrana. Estos precursores
transmembrana generalmente contienen, ademas del dominio EGF, otros dominios
estructurales como dominios inmunoglobulina, sitios de unidén a heparina y regiones
de unidn glicosiladas. Las formas solubles de estos ligandos se producen por corte
proteolitico del dominio extracelular [revisado por Gschwind et al., 2004] mediado por
una actividad metaloproteasa. Se ha implicado a varios miembros de la familia ADAM
(A Disintigrin and Metalloprotease) [Ohtsu et al., 2006], pero parece que son ADAM17,
también conocida con el nombre de TACE (TNF-a-converting enzyme), junto con
ADAM10 las que tienen un papel central en el procesamiento de estos ligandos
[Kenny, 2007]. ADAM17 puede cortar los precursores de AR, EREG, TGF-a, y HB-
EGF, mientras que ADAM 10 es la proteasa clave para el corte de EGF y BTC, y
puede también cortar el precursor de HB-HGF [revisado por Berasain et al., 2009]. Por
tanto, la actividad proteolitica de ADAMs es crucial para la generacion de ligandos
solubles de EGFR y la activacién de receptores de la familia ErbB.

La expresion y procesamiento de los precursores esta muy regulada. La
expresién de varios ligandos de ErbBs aumenta en respuesta a la transformacion por
Ras activo, a hormonas esteroideas [Dickson y Lippman, 1987] y al estrés oxidativo
[Chen et al.,, 2001]. En este sentido, resultados de diferentes grupos incluido el
nuestro, indican que el factor de transcripcion NF-xB, que es modulado por estrés
oxidativo [Gloire et al., 2006] regula la expresion de ligandos del EGFR [Sato et al.,
2006; Murillo et al., 2007]. Ademas, la propia via de sefalizacion del EGFR induce la
expresion de los ligandos: TGF-a y HB-EGF [revisado por Citri y Yarden, 2006]. El
procesamiento de los precursores mediante corte por metaloproteasas puede ser
estimulado mediante la activacion de otros receptores, como GPCRs (G-Protein
Coupled Receptors), cuya activacion conduce a la activacion de las ADAMs con la
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participacién de la quinasa Src, la PKC (Protein Kinase C), radicales de oxigeno o
iones de calcio [revisado por Berasain et al., 2007].

Los ligandos del EGFR ejercen sus funciones de forma autocrina, paracrina y
yuxtacrina [revisado por Singh y Harris, 2005].

4.1.2. Receptores de la familia ErbB

Se conocen cuatro receptores dentro de la familia de proteinas Erb: ErbB1,
ErbB2 (HER-2 o neu), ErbB3 y ErbB4.

Los receptores de esta familia se producen en forma de proteinas precursoras
transmembrana glicosiladas y necesitan procesamiento proteolitico para dar lugar a la
forma madura. Por ejemplo, el EGFR se sintetiza como un precursor que tras la
eliminacion de un fragmento en el extremo N-terminal deja una proteina de 170 kDa,
gque se localiza en la membrana celular [revisado por Jorissen et al., 2003].

Los receptores se componen de un dominio extracelular N-terminal grande
(que contiene un sitio de unién a ligando y un brazo de dimerizacion), con 4
subdominios. Los subdominios | y Il (también llamados L1 y L2) son repeticiones ricas
en leucinas que intervienen en la unién a ligando. Los dominios Il y IV (también
llamados CR1 y CR2) son ricos en cisteinas y tienen estructura similar a laminina. A
continuacion del dominio N-terminal se encuentra un dominio transmembrana, un
dominio pequeio intracelular yuxtamembrana, el dominio tirosina quinasa y una cola
C-terminal en la que se encuentran los sitios de anclaje para las proteinas
adaptadoras y efectoras que unen fosfotirosinas [Normanno et al. 2005].

EGF NRG-1 NRG-1
TGF-a NRG-2 NRG-2
Anfiregulina NRG-3
Epigeno NRG-4
Epiregulina Epiregulina Epiregulina
B-celulina No une B-celulina
HB-EGF ligando HB-EGF
CR1 CR1 CR1 CR1
Ligando! Ligando Ligando!
CR2 CR2 CR2 CR2
Cola C-ter Cola C-ter Cola C-ter Cola C-ter
ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4
EGFR Her-2 Her-3 Her-4
Her-1 Neu
No tiene
actividad TK

Figura. 6. Familia de proteinas ErbB, que comprende cuatro receptores (ErbB 1-4, también
llamados HER1-4) y 11 ligandos extracelulares polipeptidicos.
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Distintos trabajos utilizando ratones transgénicos y knock out han servido para
clarificar las funciones de los ErbBs individuales y sus ligandos durante el desarrollo
de mamiferos y han puesto de manifiesto que la sefializaciéon por ErbB1 no puede ser
sustituida por ningun otro receptor y que su ausencia es letal. De hecho, ErbB1 es
esencial en el control de procesos de proliferacion, migracion y diferenciacion en
células epiteliales. Aunque ErbB1 no puede ser sustituido por ningun otro receptor
[Miettinen et al., 1995; Threadgill et al., 1995; Sibillia y Wagner, 1995; Sibilia et al.,
1998], sus ligandos son funcionalmente redundantes y su eliminacion individual solo
da lugar a alteraciones fenotipicas puntuales en algunos tejidos sugiriendo estos datos
que cada ligando de la familia ErbB tiene una funcién diferente y especifica de tejido
[Mann et al., 1993; Luetteke et al., 1999; Troyer et al., 2001].

4.1.3. Activacion de la via modulada por los receptores ErbB

Dimerizacion del receptor y unién a ligando

La unidad funcional basica en la sefializacion ErbB es un dimero de receptores.
Cada miembro de la familia ErbB puede dimerizar consigo mismo o con cualquiera de
los otros 3 miembros de la familia [revisado por Citri y Yarden, 2006]. Las evidencias
disponibles hasta el momento indican que los receptores ErbB existen en un estado
pre-dimerizado [Gadella y Jovin, 1995] vy la unién del ligando a este pre-dimero da
lugar a un complejo formado por dos moléculas de ligando y dos receptores [Lemmon
et al., 1997; Sako et al., 2000].

Los distintos receptores ErbB tienen diferentes especificidades de union a
ligando [revisado por Citri y Yarden, 2006]. ErbB1 une de manera especifica EGFR,
TGF-a, anfiregulina y epigeno, aunque también une otros ligandos mas promiscuos
como HB-EGF, B-celulina y epiregulina. ErbB2 no tiene capacidad de unir ningun
ligando [Tzahar et al., 1996; Klapper et al., 1999]. ErbB3, que carece de actividad
tirosina quinasa, une tres ligandos: epiregulina, NRG-1 y NRG-2. Por su parte, ErbB4
une, ademas de neuregulinas, B-celulina y HB-EGF asi como dos ligandos de baja
afinidad, epiregulina y epigeno.

Unidén a proteinas adaptadoras

Tras la unién del ligando al receptor, se activa el dominio tirosina quinasa y
cada subunidad transfosforila a su pareja. Como consecuencia se generan una serie
de fosfotirosinas en el extremo C-terminal, que sirven para el reclutamiento posterior
de diversas proteinas adaptadoras y efectoras, como las proteinas Grb2, Grb7, Shc
Gab1, fosfatasas como SHP1 y SHP2 , PLC+y, Src y PI3K. Asimismo, el EGFR activa
otras sefales como la PLD (de Phospholipase D) y los factores de transcripcion
STATA1, 3 y 5 [revisado por Berasain et al., 2007].

El conjunto especifico de proteinas de union a fosfotirosinas que son reclutadas
al receptor activo determinan la especificidad y la potencia de las sefales
intracelulares desencadenadas por la unién de los ligandos a sus receptores. A su vez,
el conjunto de proteinas reclutadas esta determinado por el ligando y por la
composicion del heterodimero [Olayioye et al., 1998], ya que, a pesar de compartir
varias vias, cada receptor de la familia ErbB se fosforila en residuos distintos y por
tanto esta acoplado con un conjunto distinto de proteinas de sefializacion [revisado por
Citri y Yarden, 2006]. En concreto, el ErbB1 fosforilado recluta varias proteinas
adaptadoras, como Grb2 y Shc que son las responsables de reclutar Ras y por tanto
activar las cascadas de Ras-MAPKs y Ras-PI3K-AKT. No se ha encontrado ningun
sitio que sirva como punto de anclaje directo para PI3K. Otro sustrato directo de ErbB1
es STATS (Signal Transducer and activator of transcription-5) [Schulze et al., 2005].
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Las dos vias mas importantes por su relevancia en procesos de proliferacion,
supervivencia y cancer, activadas por el EGFR son las vias de Ras/ERKs y PI3K/Akt.
La via Ras-MAPK y Shc-MAPKs son dianas invariables de todos los ligandos ErbB, y
las vias PI3K-Akt y p70S6K/p85S6K son activadas por la mayoria de dimeros activos
ErbB. Sin embargo, la cinética y la potencia de la activacion de PI3K difieren,
probablemente debido a que PI3K se acopla directamente con ErbB3 y ErbB4, pero
indirectamente con ErbB1 y ErbB2 [Soltoff y Cantley, 1996].

G
=] G =5

PROLIFERACION SUPERVIVENCIA DIFERENCIACION

Figura 7. Esquema de la sefializacion y las respuestas biolégicas desencadenadas por la activacién
del EGFR.

4.1.4. Regulacion de la senalizacion ErbB

4.1.4.1. Endocitosis del receptor inducida por ligando

Uno de los mecanismos de regulacion temprana de los receptores ErbB es la
internalizacion del receptor. El conocimiento actual de la regulacién por endocitosis de
los receptores ErbB se basa principalmente en los datos disponibles sobre el
comportamiento de ErbB1 tras la union de EGF [Dikic 2003; Bache et al. 2004;
Gruenberg y Stenmark 2004]. En muchas células, ErbB1 se encuentra en caveolas.
Tras la union del ligando, las moléculas de ErbB1 se agrupan sobre regiones cubiertas
de clatrina en la membrana plasmatica, que se invaginan para formar vesiculas
endociticas. Los receptores internalizados tienen dos posibles destinos: el reciclado y
retorno a la membrana plasmatica o la degradacién en lisosomas. La disociacion de
los complejos lleva a reciclado, mientras que la activaciéon continua de fosforilaciéon en
tirosinas en el endosoma lleva a reclutamiento de Cbl, una E3-ubiquitin ligasa que une
los dimeros de ErbB1 [Muthuswamy et al., 1999] y los dirige a degradacién lisosomal
mediante su ubiquitinizacién [Levkowitz et al., 1998].
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La internalizacién y degradacion de RTKs determina la duracion de la sefial por
lo que muchos efectores han desarrollado la capacidad de modular la endocitosis del
receptor, bien interceptando la estabilidad y actividad de Cbl [Jozic et al., 2005] o bien
revirtiendo dos modificaciones covalentes esenciales: fosforilacion y ubiquitinacion
[Clague & Urbe 2006].

4.1.4.2. Regulacion por retroalimentacién positiva: producciéon autocrina de
ligandos

Un mecanismo de retroalimentacion positiva de la sefializacion por EGF se
basa en regular la produccién autocrina de ligando. La sefializacién por ErbB1
activada por ligandos autocrinos esta implicada en el desarrollo y morfogénesis de
distintos tejidos, como glandula mamaria [Li et al., 1992; Panico et al., 1996; Wiesen et
al.,, 1999] y préstata [Kim et al., 1999], y procesos de cicatrizacion de heridas por
queratinocitos de la piel [Piepkorn et al., 1998]. Los bucles autocrinos también se
producen en condiciones patolégicas, por ejemplo en infecciones viricas y cancer. En
este ultimo caso tienen profundas implicaciones clinicas, ya que el aumento en la
expresion de factores de crecimiento esta asociado con lesiones malignas mas
agresivas [Sheng et al.,, 2010]. De acuerdo con esto, se han aprobado para el
tratamiento de cancer colorrectal y otros tipos de cancer algunos anticuerpos
monoclonales que bloquean la union del ligando al EGFR [Khambata-Ford et al.,
2007].

4.1.4.3. Regulacion por moduladores negativos.

La cascada del ErbB induce la expresion de distintos moduladores negativos,
incluidos SOCS5 (Supressor of Cytokine Signalling-5), que conduce a una marcada
reduccion de los niveles de ErbB1 debido a un aumento de su degradacién [Kario et
al., 20095], la proteina adaptadora SPRY (Sprouty), que regula negativamente la via
Ras-MAPK mediante varios mecanismos [Reich et al., 1999; Hanafusa et al., 2002;
Yusoff et al. 2002], o LRIG1 (Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains-1),
que induce la ubiquitinacién y degradacion de ErbB1 mediante el reclutamiento de Cbl
[Laederich et al., 2004; Gur et al., 2004]. Otro mecanismo de retroalimentacion
negativa que funciona por debajo del receptor consiste en la regulacion de la
expresion de fosfatasas de MAPK de especificidad dual, que por tanto definen el
esquema temporal de activacién de MAPK [Bluthgen et al., 2009].

4.1.4.4. Regulacion por microRNAS.

La regulacion de miRNAs ha emergido con fuerza como un nuevo componente
regulador, esencial tanto para la regulacién temprana como tardia de la sefalizacion
por EGF [Avraham et al., 2010]. La estimulacién de células epiteliales de mama con
EGF lleva a la induccién rapida de mas de 20 miRNAs en paralelo con la desaparicion
inmediata de aproximadamente 25 mRNAs.

4.1.5 Interaccion cruzada (crosstalk) de los receptores ErbB con otras vias de
sefalizacioén.

La red ErbB integra no soélo sus propias sefales, sino también sefiales
procedentes de otros factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores,
linfoquinas e inductores de estrés [revisado por Carpenter, 1999]. Algunos de los
mecanismos que median esta interaccion cruzada, son:

- activacion de metaloproteasas que conduce a un aumento de la
concentraciéon de ligandos bioactivos. Por ejemplo, ciertos ligandos de GPCRS como
el acido lisofosfatidico (LPA) o ligandos peptidicos vasoactivos, transactivan EGFR
estimulando metaloproteinasas que cortan el precursor de membrana de HBEGF para
convertirlo en un ligando soluble [Prenzel et al., 1999].
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-transfosforilacion de ErbBs mediante protein quinasas activadas por otras vias.
Esta transfosforilacion se puede producir en tirosinas (regulacion positiva) o en
residuos de Ser o Thr (generalmente regulacién negativa). Se ha descrito
transactivacion de ErbB1 por Src en respuesta a GPCRs [Biscardi et al., 1999; Chen et
al., 2012] y receptores no GPCRs, como uPAR [Guerrero et al., 2004]; asi como por la
tirosina kinasa regulada por citoquinas, Jak2 [Wong et al., 1992; Yamauchi et al., 1997;
Yamauchi et al., 2000]. Existe una regulacion negativa mediante la fosforilacion en
serinas y treoninas de ErbB1 y ErbB2 mediada por PKC activada por ciertas hormonas
y factores de crecimiento (por ejemplo PDGF vy el propio EGF) [revisado por Yarden y
Sliwkowski, 2001].

En los ultimos anos se han acumulado evidencias que apoyan la idea de que
en células tumorales la transduccién aberrante de sefiales puede ser mediada
mediante una interaccion cruzada entre RTKs. En el caso concreto del crosstalk entre
Met y EGFR, este fendmeno tiene implicaciones clinicas, habiéndose identificado en
los ultimos afos, un papel relevante de Met en la resistencia a tratamientos
antitumorales mediante inhibidores de EGFR, lo que implica que Met y EGFR pueden
desempenar funciones redundantes, haciendo que la inhibicion de uno de los
receptores lleve a la célula a “encender” el otro RTK para mantener la activacion de
las vias de sefalizacién diana [revisado por Lai et al., 2009]. Esta interaccion cruzada
entre Met y EGFR no sdlo se ha descrito en células tumorales, sino también en células
no transformadas [Scheving et al., 2002; Singh et al., 2004; Spix et al., 2007; Xu y Yu
2007; Accornero et al., 2009]. Todo esto ha llevado a un estudio en profundidad de los
mecanismos de interconexién que se producen entre las vias mediadas por Met y
EGFR, de tal modo que en la actualidad esta aceptado que la interaccién cruzada
entre RTKs puede ocurrir directa o indirectamente y puede tener efectos aditivos o
antagonicos.

(a) Met EGFR (b) EGFR  Met
Corte del
ectodominio
Transactivacion de Met
directa inducido por
EGFR

Transactivacion indirecta

Figura 8. Mecanismos descritos para la interaccion cruzada entre los receptores Met y EGFR
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Los mecanismos descritos hasta el momento para el crosstalk entre Met y
EGFR son:

a) Transactivacion directa. La estimulacion con HGF o EGF dispara la
fosforilacion de Met y EGFR, respectivamente, y el receptor activo puede transactivar
al otro receptor. Hasta el momento no esta claro si los ligandos, HGF o ligandos del
EGFR, pueden inducir heterodimerizacion de ambos receptores o si un receptor
transfosforila al otro directamente.

b) Transactivacién indirecta, que puede tener lugar mediante dos mecanismos.
Tras la union de HGF a Met (1) se activa Src, que a su vez fosforila EGFR y (2) se
activa la via Ras-MAPK, que induce la transcripcién de HB-EGF y su exportacién al
exterior celular donde transactiva de manera indirecta el EGFR [Reznik et al., 2008)].

c) Corte proteolitico del ectodominio de Met. La unién de ligando al EGFR lleva
a la activacion de la via Ras-ERK1/2 MAPKs que promueve el corte del ectodominio
de Met mediante una metaloproteasa, aunque se desconoce como se transduce la
sefal desde ERK1/2 hasta el corte proteolitico [Nath et al., 2001; Xu y Yu 2007]. El
efecto del corte del ectodominio de Met no esta claro, pues se han descrito efectos
contradictorios de los fragmentos resultantes del corte de Met. Asi, la proteina Met
truncada puede ser oncogénica, ya que se ha documentado que un receptor Met sin
dominio extracelular puede promover proliferacion, invasion y transformacion de
fibroblastos NIH 3T3 [Merlin et al., 2009]. Por el contrario, el corte de Met inducido
tanto por camptotecina o TNFa/actinomicina D produce un fragmento citoplasmico pro-
apoptoético de 40 KDa y un fragmento de 100 KDa que comprende las regiones
extracelular y transmembrana, que puede actuar como un receptor sefiuelo (llamado
decoy Met) que impide la sefializacion por HGF [Tulasne et al., 2004].

Ademas de estos mecanismos a nivel de membrana plasmatica, la interaccion
entre RTKs puede influir en la capacidad de estos para entrar en la via endocitica y de
esta manera afectar a la estabilidad de RTKs y la localizacién y duracién de la sefial.

4.2. Relevancia de ErbB1 (EGFR) y sus ligandos en células hepaticas

El EGFR fue por primera vez relacionado con procesos de regeneracion
hepatica cuando en 1981, Earp y O’Keefe, describieron como tras una hepatectomia
parcial el EGFR se fosforila y sus niveles disminuyen, debido posiblemente a la unidn
de su ligando y posterior endocitosis. De los ligandos del EGFR, tanto el TGF-a. como
el EGF son reconocidos reguladores de la proliferacion de hepatocitos. Su infusion en
el higado de ratas adultas induce la sintesis de DNA [Liu et al.,, 1994]. Ademas,
estimulan el crecimiento de hepatocitos en cultivo primario en cualquier estadio del
desarrollo: fetal, neonatal y adulto [Draghi et al., 1980; McGowan et al., 1981; Sawada
et al., 1988; de Juan et al., 1992a; revisado por Sanchez y Fabregat 2010]. Junto con
el HGF, los ligandos del EGFR constituyen los Unicos mitégenos completos para
hepatocitos en medio libre de suero y son los factores de crecimiento mas importantes
implicados en la respuesta proliferativa durante la regeneracién hepatica [revisado por
Michalopoulus 2007]. A pesar de que existe cierta redundancia entre los ligandos del
EGFR, parece que en el contexto hepatico la redundancia no es completa. Asi,
ratones deficientes en TGF-a muestran una regeneraciéon hepatica normal [Russell et
al., 1996] mientras que ratones deficientes en anfirregulina o HB-EGF manifiestan una
regeneracion deficiente [Berasain et al., 2005; Mitchell et al., 2005] e inversamente,
ratones que sobreexpresan HB-EGF muestran una mayor regeneracion hepatica [Kiso
et al., 2003; Mitchell et al., 2005]. Recientemente se ha demostrado la funcion crucial
del EGFR en la proliferacion de hepatocitos durante las fases iniciales de la
regeneracion hepatica mediante la generacion de un modelo murino deficiente en
EGFR de manera especifica de higado [Natarajan et al., 2007]. Aunque la delecién de
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EGFR en higado adulto no afecté a la funcion hepatica, tras hepatectomia parcial
estos ratones mostraban una mayor mortalidad y dafio hepatico. La regeneracion
hepatica estaba retrasada debido a una reduccién en la proliferacion de hepatocitos (y
no debido a un aumento en la apoptosis) a causa de una progresion G1-S deficiente.

El EGFR es una importantisima via de supervivencia en el higado [revisado
por Fabregat 2009]: el EGF es capaz de abolir completamente la respuesta apoptética
inducida por TGF-B en hepatocitos fetales de rata [Fabregat et al., 1996], efecto
dependiente de la via PI1-3K/Akt [Fabregat et al., 2000]. Ademas, la activacion de la via
del EGFR bloquea la generacion de radicales de oxigeno inducida por el TGF-3
[Carmona-Cuenca et al., 2006]. El EGF y el TGF-a también impiden la apoptosis
inducida por Fas en diferentes modelos de hepatocitos [Musallam et al., 2001; Kanda
et al., 2002].

Ademas, los ligandos del EGFR también parecen ser importantes moduladores
de la diferenciacién de hepatocitos. Analisis morfoldgicos y de expresion génica de
nuestro grupo y colaboradores han demostrado que el EGF, en cooperacion con otras
citoquinas y hormonas, mantiene o induce el estado de diferenciacion de hepatocitos
primarios fetales y neonatales [Pagan et al., 1999; de Juan et al., 1992b; Sanchez et
al., 1998; revisado por Sanchez y Fabregat, 2010].

En células progenitoras hepaticas, se ha observado que la via de EGF esta
implicada en fendmenos de proliferacién. Tanto la expresién de TGF-a como de
EGFR aumentan durante el periodo de proliferacion activa y diferenciacion de las
células progenitoras en higados de ratas sometidas al protocolo 2-AAF/PH [Evarts et
al.,, 1992], y parecen ser los responsables de la proliferacion temprana del
compartimento de células progenitoras [Evarts et al., 1993; Nagy et al. 1996]. Nuestro
laboratorio y otros también han demostrado que el EGF y el TGFa son mitdégenos para
células ovales de rata y raton in vitro [Isfort et al., 1998; Cheung et al., 2007; del
Castillo et al., 2008a; revisado por Sanchez y Fabregat 2010]. La infusién in vivo con
EGF tras un dafio hepético disminuye la apoptosis, sugiriendo que esta via también
estaria implicada en fendmenos de supervivencia de las células progenitoras [Nagy
et al.,, 1996]. También se han documentado efectos motogénicos, morfogénicos y
de diferenciacién inducidos por el EGF. De hecho, combinado con TGF-B, induce una
respuesta de scattering en lineas de células ovales in vitro [Isfort et al., 1998].
Ademas, el EGF esta presente de manera habitual como factor hepatogénico en
estrategias para inducir la diferenciacion in vitfro de células madre/progenitoras a
células con marcadores hepatociticos [revisado por Snykers et al.,, 2009].
Consistentemente, resultados de nuestro grupo indican que lineas celulares TRT-FH,
una poblacién celular de hepatocitos fetales que han sufrido transicién epitelio-
mesénquima y desdiferenciacion como consecuencia de tratamiento con TGF-§,
recuperan el fenotipo epitelial y ganan expresién de citoqueratina 19 al ser tratadas
con EGF y DMSO, lo que sugiere una re-diferenciacion de estas células [del Castillo et
al., 2008 b].

5. La via de senalizacion del TGF-$

La superfamilia del TGF-B comprende mas de 30 ligandos que incluyen
TGF-Bs 1-3 (Transforming Growth Factor beta), activinas (A, B), inhibinas (A, B),
BMPs 1-20 (Bone Morphogenetic Proteins), MIS/AMH (Mullerian inhibiting substance,
también llamada Anti-Mullerian hormone), GDFs (Growth and Differentiation Factors) y
Nodal [revisado por Gordon y Blobe, 2008; revisado por Santibafiez et al., 2011].
Practicamente todas las células del cuerpo humano expresan y responden a, al
menos, un miembro de esta superfamilia [Siegel y Massagué 2003].
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Los miembros de la superfamilia del TGF-B regulan una gran variedad de
procesos celulares durante el desarrollo embrionario y en tejidos adultos [revisado por
Gordon y Blobe, 2008]. No es sorprendente por tanto, que alteraciones en las vias de
sefalizacion de la superfamilia del TGF-B provoquen enfermedades en humanos,
incluyendo alteraciones del desarrollo, enfermedades vasculares y cancer [revisado
por Massagué et al., 2000a; revisado por Blobe et al., 2000; Santibanez et al., 2011].

Existen dos tipos de receptores para miembros de la superfamilia del TGF-§
denominados tipo | o ALK (Activin Like Kinase) de los que se conocen 7 miembros
(ALK1-7) y receptores tipo Il (TBRII, ActRIIA, ActRIIB, AMHRII y BMPRII), ambos con
actividad serina-treonina quinasa. La wunion del ligando provoca un cambio
conformacional que induce el reclutamiento del receptor tipo | apropiado, formandose
complejos heterotetraméricos de dos receptores tipo | y dos receptores tipo Il. A
continuacion, el receptor tipo Il, que posee actividad serina-treonina quinasa
constitutiva, fosforila y activa al receptor tipo |. Los receptores tipo | activados
propagan la sefial mediante las proteinas Smad (via candnica), que una vez activados
se acumulan en el nucleo donde uniéndose a a co-activadores, co-represores y otros
factores de transcripcion regulan la expresion génica. También se ha descrito que el
TGF-B puede activar vias de sefializacion independientes de Smad o no canédnicas
[revisado por Massagué, 1998; Seoane, 2006; Gordon y Blobe 2008].

Ademas de los receptores propiamente dichos, se han descrito co-receptores
(TBRII, Endoglina, Cripto, RGMa, RGMb=DRAGON, Hemojuvelina=RGMc) para
ligandos de la superfamilia del TGF-f, que no intervienen en la senalizacién y cuya
funcién principal es regular la union del ligando al receptor, aunque pueden tener otras
funciones adicionales [revisado por Bernard et al., 2001; ten Dijke y Arthur, 2007;
Gordon y Blobe, 2008].
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Figura 9. Componentes de la sefializacion mediada por la superfamilia del TGF-B y principales
puntos de regulacion.
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5.1. El TGF-B y sus receptores

En humanos, el TGF-B presenta tres isoformas (TGF-$1, TGF-p2 y TGF-3),
codificadas por genes distintos. Cada isoforma se sintetiza como un precursor que
contiene un prodominio llamado LAP (Latency Associated Peptide) y un dominio
maduro. Los precursores monoméricos son cortados al poco tiempo de ser
secretados, formandose homo o heterodimeros en los que dos mondmeros se
ensamblan de manera antiparalela. La mayoria del TGF-§ secretado se almacena en
la matriz extracelular como un complejo latente inactivo asociado a la proteina LTBP
(Latent TGF-B Binding Protein) [revisado por Heldin et al., 2009]. La liberacion del
TGF-B activo requiere el corte proteolitico de LTBP, corte inducido por condiciones
acidicas o ejecutado por proteasas extracelulares, como trombospondinal [Schultz-
Cherry y Murphy-Ullrich 1993], plasmina, catepsinaD [Lyons et al., 1988], MMPs 2 y 9
(matrix-metalloproteinases 2 y 9) [Yu y Stamenkovic, 2000], y furina convertasa
[Dubois et al., 1995]. También existen evidencias de que las integrinas estan
implicadas en la activacién del TGF-B induciendo un cambio conformacional y sin
necesidad de corte proteolitico [Munger et al., 1999; Mu et al., 2002].

Las isoformas del TGF-f se unen a un unico receptor tipo Il (TBRII), y sélo
después de que se haya establecido esta unién el receptor tipo | se une al complejo,
mostrando el TGF-f una preferencia casi exclusiva por el receptor tipo | ALK5, aunque
se ha descrito que también se une a otros receptores tipo I, como ALK1 en células
endoteliales [Goumans et al., 2003], y ALK2 y ALK3 en algunas células epiteliales
[Daly et al., 2008 ].

La senalizacion mediada por la superfamilia TGF-B estd regulada
practicamente en todos los puntos de la cascada de sefializacién, incluyendo a nivel
de los receptores. Asi, la actividad de estos puede ser modulada por la proteina
FKBP12 (FK506-binding protein 12), un regulador negativo de la via [Chen et al.,
1997], por ubiquitinacion, mediada por miembros de la familia Smurf, [Kavsak et al.,
2000; Ebisawa et al., 2001], por sumoilacion [Kang et al., 2008], por regulacion de la
localizacién y el trafico intracelular de los receptores [Kang et al., 2008] y por la
presencia de co-receptores [Andres et al., 1991; Blobe et al., 2001; Lee y Blobe, 2007;
Santibarfez et al., 2007].

5.2. La via de sefalizacion canénica o dependiente de Smads.

5.2.1 Miembros de la familia Smad

La familia Smad consta de ocho miembros, que forman tres subfamilias
[revisado por Shi y Massagué, 2003; Massagué 2008]:

a) R-Smads (Receptor phosphorylated SMADs) o Smad reguladas por
receptor, son aquellas que son fosforiladas por el receptor de tipo |. Diferentes
receptores de tipo | fosforilan diferentes R-smads: asi, ALK1, 2, 3 y 6 fosforilan
especificamente Smad1, Smad 5 y Smad8, mientras que ALK4, 5y 7 fosforilan Smad2
y Smad3.

b) Un unico mediador comun o co-Smad, que recibe el nombre de Smad4. La
proteina Smad4 funciona como una pareja comun para todas las R-Smads, es
necesaria para el ensamblaje de complejos transcripcionales activos y para la mayoria
de los efectos de las R-Smads.

c) Dos Smads inhibidoras o I-Smads, llamadas Smad 6y 7.

Las R-Smads y Smad4 contienen regiones altamente conservadas llamadas
dominios MH1 y MH2 (Mad Homology 1 y 2). Los dominios MH1 y MH2 forman
estructuras globulares [Shi et al., 1997; Shi et al., 1998] y estan unidas por una regién
de unidén menos conservada.
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En el estado basal, las Smads2 y 3 son retenidas en el citoplasma, mediante
interacciones con la proteina SARA (SMAD Anchor for Receptor Activacion) que
ocluye la regién que media el importe nuclear [Tsukazaki et al., 1998; Xu et al., 2000].
Una vez que las Smad2 y 3 son fosforiladas en la secuencia C-terminal —SSXS por el
receptor no sélo aumenta su afinidad por Smad4 sino que también disminuye su
afinidad por SARA, liberando Smad2 y 3 y desenmascarando su region de importe
nuclear, lo que lleva a su rapida acumulacion en el nucleo [Xu et al., 2000]. Las
proteinas SMADs se pueden considerar proteinas nucleares que son retenidas en el
citoplasma de manera que puedan acceder a los receptores de membrana plasmatica.

5.2.2. Regulacion transcripcional mediada por Smads

Una vez en el nucleo, los complejos R-Smad-Smad4 interaccionan con el DNA
para regular la transcripcion de genes especificos. Las proteinas Smad reconocen la
secuencia CAGAC, llamada SBE (Smad Binding Element), y ciertas secuencias ricas
en G+C pero con una afinidad demasiado baja para unirse a ellas sin ayuda en
condiciones fisiologicas [Shi et al., 1998].

Los complejos Smad2/3-Smad4 acumulados en el nucleo adquieren afinidad
para su interaccion con el DNA asociandose con diferentes cofactores, que incluyen
FAST (Forkhead Activin Signal Transducer) [Chen et al., 1996] y Mixer [Germain et al.,
2000]; factores de transcripcion pertenecientes a las familias forkhead, homeobox,
bHLH (basic Helix Loop Helix) y AP-1 [revisado por Feng y Derynck, 2005; Massagué
et al., 2005]; co-activadores transcripcionales como p300 y CBP (CREB Binding
Protein) [Masague & Wotton, 2000] y co-represores transcripcionales como TGIF
(Transforming growth Interacting Factor), SKI (Sloan-Kettering Institute proto-
oncogene) y SnoN (Ski-related Novel gene N) [Wotton et al., 1999; Luo et al., 1999;
Sun et al.,, 1999]. El hecho de que estas proteinas se expresen en un tipo celular
determinado pero no en otros proporciona especificidad en la respuesta celular al
TGF-B [Masague y Wotton, 2000]. Ademas, al necesitar la presencia de una
secuencia de DNA especifica a una distancia exacta de la secuencia CAGAC, estos
cofactores contribuyen a la selectividad de genes diana [revisado por Masague,
2000b].

5.2.3. Regulacion de la actividad de Smads

Una vez que la via se ha activado, existen varios puntos en los que se regula la
actividad de las Smads. A continuacion se enumeran algunos de los mas importantes
[revisado por Xu, 2006]:

-La interaccion de las Smads con los receptores esta regulada por las Smads
inhibidoras Smad-6 y Smad-7, cuya expresion es incrementada directamente tanto por
TGF-p como por BMPs. Smad7 inhibe la sefalizacion por TGF-f a distintos niveles,
entre ellos, compitiendo con las R-Smads por la interaccién con el receptor, o
reclutando E3-ubiquitin ligasas o fosfatasas a los complejos de receptores, lo que
marca a estos receptores para la degradacion mediada por ubiquitina o para
defosforilacion y desactivacién, respectivamente [Itoh S y ten Dijke, 2007].

- La traslocacion nucleo-citoplasma de las Smads. La potencia de la sefal de
Smads es proporcional al tiempo que estan en el nucleo, por lo que se cree que la
regulacion de la exportacion de Smads fuera del nucleo es determinante a la hora de
controlar su actividad [Schmierer et al., 2008].

- La terminacién de la sehal de la Smads, controlado por 1) la defosforilacion de la
region C-terminal de las R-Smads que es llevado a cabo por fosfatasas especificas,
como PPMIA, PDP y SCP y que conlleva su exportacion del nucleo al citoplasma para
terminar la sefalizacion [Inman et al., 2002], 2) la ubiquitinacion de Smads en el
nucleo, seguida de su degradacion por el proteasoma [Lo y Masague, 1999].También
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se han descrito otras modificaciones post-traduccionales que regulan la actividad de
las Smads, como la sumoilacion de Smad4 y la acetilacion de las Smad2 y 3.

- Regulacién de la actividad de las Smads por otras vias de senalizacion.

La via Smad proporciona informacion que es leida en funcién de otras sefiales
recibidas por la célula. Algunas de estas sefiales actuan directamente en el receptor
de TGF-B y las Smads, controlando rapidamente su actividad. Este crosstalk puede
llevar a la rapida atenuacion o incluso la anulacion de la actividad sefalizadora de
Smads [ten Dijke et al., 2000].

En algunos tipos celulares, la expresion de la Smad inhibitoria Smad7 aumenta
en respuesta a las citoquinas pro-inflamatorias como interferon y (IFN-y) [Ulloa et al.,
1999] y TNF-a [Bitzer et al., 2000], resultando en un antagonismo entre los efectos de
estas citoquinas y el TGF-B en la regulacion de las funciones de las células del
sistema inmune.

La activacion de la via Ras-MEK-Erk1/2 por factores de crecimiento o por
mutacion oncogénica de Ras, lleva a la fosforilacion de Smad1, Smad2 y Smad3 en
sitios especificos de la region de unién entre los dominios MH1 y MH2, alterando su
funcionalidad [Kretzschmar et al., 1997; Kretzschmar et al. 1999]. Otras quinasas,
como Gsk3p, Cam Kinasa Il (Ca?** and Calmodulin-dependent kinase 1), CK1y2
(Casein kinase 1gamma2), Cdks y GRK2 (G protein-coupled Receptor Kinase 2)
también fosforilan a las Smad2 y 3 [Wicks et al., 2000; Matsuura et al., 2004; Ho et al.,
2005; Guo et al., 2008a; Guo et al., 2008b]. Aunque existen excepciones, en general la
fosforilacion de Smads actua reprimiendo su funcion.

5.3. Vias no canodnicas

Via candnica

TGFB

V /T

SMAD 2/3

JRIAD 28 /’\\
SMAD 4

INHIBICION CRECIMIENTO APOPTOSIS

Figura 10. Via canénica y principales vias no canénicas disparadas por el TGF-8

Sintesis de proteinas

31



Introduccion

La sefnalizacion mediada por el TGF-f no esta limitada a la transcripcién génica
controlada por Smads. En concreto, se ha descrito que el TGF-B puede activar otras
vias de sefalizacion, independientes de Smads, que se conocen como vias de
sefializacién no canénicas y que incluyen las vias NFkB [Derynck et al., 2001; Derynck
y Zhang, 2003; Miyazono et al., 2005], MAPKSs (incluyendo ERK1/2, p38 y JNKSs), la
via PI3K/Akt y Rho GTPasas incluyendo RhoA y Cdc42 [revisado por Zhang, 2009].
Dependiendo de las condiciones, los efectos de TGF-f sobre estas vias varian
enormemente en cinética, magnitud y subtipo de quinasa y estan presentes solo en
algunos de los tipos celulares investigados. En algunos casos, estas quinasas son
activadas con cinéticas lentas, indicando que estos efectos del TGF-B pueden ser
indirectos. En otros casos, la activacion es rapida (del orden de minutos), indicando
que no es un proceso secundario de otros eventos transcripcionales, si no que son
vias activadas directamente por los receptores de TGF-f. Los mecanismos para esta
activacion directa de otras vias de sefalizacién no son del todo conocidos.

5.3.1. MAPKs (Mitogen activated Protein Kinases)

ERK1/2

El receptor de TGF-B tipo | puede ser fosforilado en tirosinas tras la
estimulacion con TGF-B lo que le permite reclutar y fosforilar directamente ShcA
promoviendo la formacién de complejos ShcA/Grb2/Sos [Lee et al., 2007]. Este
complejo ShcA/Grb2/Sos es capaz de activar Ras en la membrana plasmatica,
llevando a la activacién secuencial de c-Raf, MEK y ERK1/2. Dado que ERK1/2
median la estimulacion del crecimiento celular en otros contextos, se especula sobre la
posibilidad de que este mecanismo sea responsable del efecto estimulador del
crecimiento celular por TGF-B en algunos sistemas. La activacion de Erk1/2 es
necesaria para la induccion del proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT) (ver
apartado 7) inducida por TGF- en algunos modelos celulares, como los queratinocitos
[Zavadil et al., 2001; Davies et al., 2005].

p38-MAPKs y JNK (Jun-N-terminal Kinase)

Son las vias no canédnicas inducidas por TGF-R mejor caracterizadas. La
activacion de las MAPKs requiere sucesivos pasos de fosforilacion: las MAP3Ks
fosforilan y activan a las MKKS y éstas a su vez a las MAPKs. JNK y p38, al igual que
Erk1/2, son MAPKSs y estan en el tercer escalén, siendo activadas por MKK4 (JNKs) y
MKK3/6 (p38). El TGF-B puede activar rapidamente JNK mediante MKK4 [Frey y
Mulder, 1997; Engel et al., 1999; Hocevar et al., 1999] y p38 MAPK mediante MKK3/6
en varias lineas celulares [Hanafusa et al., 1999; Sano et al., 1999; Bhowmick et al.,
2001; Yu et al., 2002], de manera independiente de Smads [Yu et al., 2002; Itoh et al.,
2003]. Por encima de ellas, la quinasa activada por TGF- TAK1 (TGF-B-activated
kinase 1) ejerce el papel de MAP3Ks. Se ha demostrado que TAK1 es imprescindible
para la activacion de JNK y NFkB en respuesta a TGF-B utilizando fibroblastos
embrionarios de ratdn deficientes en TAK1 [Shim et al., 2005]. La cascada TRAFG6-
TAK1-JNK/p38 actua en unidn con la via candnica para regular distintas respuestas al
TGF-B, por ejemplo, la induccién de apoptosis y la transicion epitelio-mesénquima
(EMT) en distintos tipos celulares [Liao et al., 2001; Bakin et al., 2002; Edlund, 2003;
Yamashita et al., 2008].

5.3.2. La via PI3K/Akt

El TGFB puede activar rapidamente Akt en ciertos tipos celulares de manera
independiente de Smad2/3 [Bakin et al., 2000; Shin et al., 2001; Vinals y Pouyssequr,
2001; Wilkes et al., 2005]. EI mecanismo de activacién se desconoce hasta el
momento, pero se ha encontrado que la subunidad p85 de la PI3K esta asociada con
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los receptores de TGF-B tipo | y tipo Il [Bakin et al., 2000; Shin et al., 2001; Vinals y
Pouyssegur, 2001; Wilkes et al., 2005]. Ademas, el TGF- también puede activar PI3K
de manera indirecta activando la sefalizacion mediada por EGFR [Vinals y
Pouyssegur, 2001; Murillo et al., 2005]. Se ha descrito que la via PISBK/AKT/mTOR
(mammalian target of rapamycin) contribuye a la EMT inducida por TGF-B [Lamouille y
Derynck, 2007]. Sin embargo, en muchos otros efectos biolégicos inducidos por TGF-
B, la via PI3K/Akt tiene un efecto de inhibicion. Por ejemplo, la activacion de la ruta de
PI3K protege a las células de la apoptosis y la inhibicion de crecimiento inducidos por
TGF-B [Chen et al., 1998; Fabregat et al., 2000; Shin et al., 2001; Song et al., 2006].
Estos efectos podrian ser debidos a que PI3K puede interaccionar con Smads. Asi,
uno de los mecanismos propuestos implica una interaccién directa de Akt con Smad3,
que impide que ésta sea fosforilada por el receptor tipo | y por tanto que se trasloque
al nucleo, con lo que se inhibe la transcripcion mediada por Smad3 [Conery et al.,
2004; Remy et al., 2004]. mTOR también podria estar implicado en la inhibicién de los
efectos transcripcionales de Smad3 [Song et al., 2006]. Otro mecanismo involucrado
en el antagonismo PI3K-Smads implica a la familia de factores de transcripcién Foxo.
Estos factores de transcripcion estan implicados en la regulacién de la expresién de
p15™4* y p21°"" (inhibidores de ciclo celular implicados en el efecto citostatico del
TGF-B). Cuando los miembros de la familia Foxo son fosforilados por Akt se impide su
localizacion nuclear y su unién a los promotores de genes diana [Seoane et al., 2004;
Gomis et al., 2006].

5.4. Respuestas celulares al TGF-3

El TGF-B es una citoquina multifuncional que gobierna los aspectos esenciales
de la fisiologia y homeostasis de células epiteliales, incluyendo procesos proliferativos,
de diferenciacion, migracion, muerte y supervivencia [revisado por Gordon y Blobe
2008; revisado por Heldin et al., 2009]. EI TGF-p tiene funciones muy importantes
durante el desarrollo embrionario y también en el organismo adulto donde ademas
participa en el control del sistema inmune y de los procesos angiogénicos. La
desregulacién de la actividad de los miembros de la familia TGF-$ ha sido relacionada
con varias enfermedades, como fibrosis, enfermedades auto-inmunes y cancer. En
cancer, el TGF-B tiene un papel complejo con efectos tanto anti-tumorogénicos como
pro-tumorogénicos. En células normales y en los primeros estadios de la progresion
tumoral tiene un papel de supresor de tumores, dado que inhibe el crecimiento de la
célula e induce apoptosis. Sin embargo, en estadios posteriores de progresién tumoral,
el TGF-B actua como promotor tumoral, dado que las células pierden su capacidad de
responder al TGF-f en términos de inhibicion del crecimiento pero retienen la
capacidad de sufrir transicion epitelio-mesénquima (EMT), fendmeno que correlaciona
con un aumento de la invasividad y la capacidad de formar metastasis [ver apartado 7
de esta intoduccion]. Ademas, la supresién del sistema inmune y la estimulacion de la
angiogénesis, junto con la puesta en marcha de mecanismos que aumentan la
supervivencia celular, también contribuyen a sus efectos promotores de la progresiéon
tumoral [revisado por Bierie 2006; Massagué 2008; Meulmeester y ten Dijke, 2011].

Las 3 respuestas celulares al TGF-p mas prominentes y estudiadas son
inhibicién de crecimiento, apoptosis y EMT.

5.4.1. Inhibicién del crecimiento mediada por TGF-f.

El TGF-B provoca inhibicion del crecimiento en diferentes tipos celulares. El
mecanismo implicado difiere ligeramente entre los distintos tipos celulares, implicando
segun los casos la inhibicién de la expresion de los factores de transcripcion Myc y
miembros de la familia Id (Inhibitors of differentiation/DNA binding) y la induccién de
los inhibidores de ciclo celular p15™“, p21°*' y p57X*? [revisado por Heldin et al.,
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2009]. PAI-1 (Plasminogen Activator Innhibitor-1), que es inducido por TGF-f, también
parece ser necesario para los efectos antiproliferativos del TGF- [revisado por Heldin
et al., 2009].

Durante la progresion tumoral, las células tumorales se hacen cada vez mas
resistentes a los efectos citostaticos del TGF-, mediante mecanismos que no se
conocen todavia. Un descubrimiento interesante en este sentido es que la regulacién
de un conjunto de miRNAs en ciertos tumores gastricos correlaciona con la pérdida de
la actividad supresora de tumores del TGF-p interfiriendo con la expresién de p21“*' y
la proteina apoptética Bim [Petrocca et al., 2008].

Los mecanismos de sefalizacion utilizados por el TGF-$ para inducir apoptosis
y EMT, asi como la relevancia de estas respuestas en el higado, se trataran en el
apartado 6 y el apartado 7 (respectivamente) de esta introduccion.

6. Apoptosis inducida por TGF-p

6.1. Caracteristicas de la apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada tiene un importante papel en el
desarrollo y en la homeostasis de los tejidos. Durante la embriogénesis, es necesaria
para esculpir tejidos o ajustar el numero de células. En adultos, la muerte celular
contrarresta la proliferacion celular y mantiene la homeostasis en tejidos de renovacion
rapida (como el epitelio intestinal o tejidos hematopoyéticos). También elimina células
dafiadas de modo irreparable y células potencialmente peligrosas, como las que han
sufrido transformacién neoplasica o linfocitos reactivos contra componentes del propio
organismo. Finalmente, tanto el sistema inmune innato como el adaptativo utilizan este
mecanismo para eliminar células infectadas [revisado por Strasser et al., 2011]. Una
disminucion en la tasa de apoptosis en un determinado tejido puede provocar
enfermedades autoinmunes o procesos tumorales, ya que la inhibiciéon de los procesos
apoptoticos facilita que las células escapen de terapias citotoxicas y de la vigilancia del
sistema inmune, mientras que un exceso de muerte celular puede llevar a
enfermedades degenerativas cardiacas o del sistema nervioso [revisado por Strasser
et al., 2011].

Distintas sefiales pueden desencadenar la muerte celular programada, pero el
efecto final, comin en todos los casos, es la activacion de proteasas llamadas
caspasas, que cortan mas de 400 sustratos celulares, desmantelando completamente
la estructura celular desde el interior, de una manera controlada que minimiza el dafo
a las células vecinas. Como consecuencia de la accion de las caspasas, las células
sufren cambios morfoldgicos y bioquimicos: inicialmente se redondean y se retraen de
las células vecinas. Esto va acompafnado, o seguido muy de cerca en el tiempo, por un
periodo prolongado de formacién de burbujas en la membrana plasmatica (blebbing),
que terminan liberandose en forma de vesiculas llamadas cuerpos apoptoticos
[revisado por Taylor et al., 2008]. Una caracteristica altamente distintiva del proceso
apoptético es la condensacién del nucleo y la fragmentacion internucleosomal del DNA
nuclear [Williams et al, 1974]. Aunque de manera mas sutil, también el aparato de
Golgi, el reticulo endoplasmico y la red mitocondrial sufren una pronunciada
fragmentacion durante la apoptosis [revisado por Taylor et al., 2008]. El proceso de
apoptosis culmina con la fagocitosis de los restos celulares resultantes evitando asi
una respuesta inflamatoria [revisado por Taylor et al., 2008].
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6.2. Caspasas

Las caspasas son proteasas que cortan selectivamente proteinas tras residuos
de aspartato. Todas las caspasas tienen una estructura similar que comprende un pro-
péptido seguido de una subunidad grande y una subunidad pequefa. Se han
identificado 2 pro-péptidos: CARD (caspase recruitment domain) y DED (death effector
domain), encargados de facilitar la interaccién con proteinas que contienen el mismo
motivo [revisado por Taylor et al., 2008].

Las caspasas implicadas en apoptosis pueden ser subdivididas en 2 grupos: a)
Caspasas iniciadoras o apicales (2, 8, 9, 10), que son capaces de auto-activarse e
iniciar el procesamiento proteolitico de otras caspasas. b) Caspasas efectoras o
ejecutoras (3, 6, 7) son activadas por la accion de las caspasas iniciadoras y llevan a
cabo la mayor parte de la proteolisis observada durante la apoptosis.

Las caspasas normalmente estan presentes en células sanas como enzimas
precursoras inactivas (zimégenos) [Riedl y Salvesen, 2007]. La activacion de las
caspasas requiere un procesamiento proteolitico que genera un cambio
conformacional en el centro activo. Las caspasas funcionan tipicamente como
heterotetrameros, que se forman mediante la dimerizacion de 2 heterodimeros de
caspasas. Las caspasas iniciadoras existen como mondémeros en células sanas,
mientras que las caspasas efectoras estan presentes como dimeros pre-formados. Las
caspasas iniciadoras tienen pro-dominios largos que, tras una sefial apoptética, las
conducen a complejos proteicos (FADD/Mort1 para caspasa-8 y Apaf-1 para caspasa-
9), donde cambios conformacionales provocan su activacion [Riedl y Salvesen, 2007].
Una vez activadas, las caspasas iniciadoras cortan a las efectoras en fragmentos de
aproximadamente 20 KDa (p20) y 10 KDa (p10) que se ensamblan en la forma
tetramérica activa (p20,p10,).

La actividad de las caspasas esta regulada por proteinas de la familia IAP
(Inhibitor of apoptosis), cuyos miembros ejercen una funcion antiapoptética al
asociarse con las caspasas en respuesta a diferentes estimulos. Se han identificado
en humanos 8 miembros de esta familia entre los que se incluyen XIAP (X-
chromosome-linked |AP), survivin, c-IAP1 (cellular IAP1) y c-IAP2, [revisado por
Dubrez-Daloz et al., 2008].

6.3. La familia de proteinas Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) tiene un papel crucial en la
regulacién de la apoptosis mediante su habilidad para regular la permeabilizacion de la
membrana mitocondral externa. Las proteinas de esta familia contienen uno o mas
dominios BH (Bcl-2 Homology), que comparten homologia de secuencia y son
importantes para las interacciones heterodiméricas entre ellas [Chittenden et al, 1995;
Danial y Korsmeyer, 2004].

La familia Bcl-2 comprende 3 subfamilias [revisado por Ola et al., 2011], con
miembros pro- y anti-apoptoéticos:

A) La subfamilia antiapoptética o subfamilia Bcl-2 comprende las proteinas Bcl-
xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl1 y en humanos, Bcl-B, que tienen cuatro dominios BH. La
mayoria de los miembros de esta subfamilia también contienen dominios
transmembrana y por tanto estan asociados con membranas.

B) La subfamilia_pro-apoptética Bax/Bak. Bax (BCL-2-associated X protein) y
Bak (BCL-2-antagonist/killer-1) son proteinas pro-apoptéticas que contienen los
dominios BH1 al 3 pero carecen del dominio BH4 y se insertan en la membrana
mitocondrial externa, permeabilizandola.
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C) La subfamilia pro-apoptética BH3-only. Comprende 8 miembros, que
contienen unicamente el dominio BH3: BAD (BCL-2 antagonist of cell death), BID
(BH3-interacting domain death agonist), BIK (BCL-2-interacting killer), BIM (BCL-2-like-
11), BMF (BCL-2 modifying factor), HRK (harakiri), PUMA (p53-Upregulated Modulator
or Apoptosis) y NOXA (palabra en latin que significa dafio). Se han descrito diferentes
mecanismos que regulan la actividad de estas proteinas. La expresion de NOXA,
PUMA y en menor medida Bid aumenta en respuesta a estimulos apoptéticos, como
p53 [Oda et al., 2000; Nakano y Vousden, 2001]. BID es proteolizado por la caspasa 8
para generar Bid truncado (tBID) que entonces adquiere caracter pro-apoptético [Li et
al.,, 1998]. BAD es inactivado mediante fosforilacion [Zha et al., 1996]. BIM se
encuentra secuestrado mediante la unién a microtubulos y BMF estd unido a
filamentos de actina. Ambas son liberadas en respuesta a varios estimulos de muerte
[Puthalakath et al., 1999]. BIM también es degradada por el proteasoma cuando es
fosforilada por ERKs y por tanto, la falta de factores de crecimiento, al disminuir los
niveles de ERKs, produce un aumento de los niveles de BIM.

6.4. Vias apoptoticas

Las caspasas se activan mediante dos vias de sefializacion diferentes: la via
extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o mitocondrial.
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Figura 11. Via apoptética extrinseca o de receptores de muerte y via apoptodtica intrinseca o via
mitocondrial regulada por la familia de proteinas Bcl-2
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6.4.1 Via extrinseca o de receptores de muerte

La activacion de las caspasas mediante la via extrinseca implica la unién de
ligandos de muerte extracelulares FasL, TNFa (Tumour Necrosis Factor-a) o TRAIL a
sus respectivos receptores transmembrana (Fas, TNFR1 o TRAILR). Estos receptores
inician el proceso apoptético formando un complejo llamado DISC (death-inducing
signalling complex) [Kischkel et al., 1995], en el que la proteina adaptadora FADD con
la asistencia del adaptador TRADD en ciertos receptores de muerte (por ejemplo,
TNF-R1), recluta y activa la caspasa iniciadora 8 promoviendo su autoprocesamiento y
activacion y consecuentemente la activacion de las caspasas ejecutoras.

6.4.2. Via intrinseca o via mitocondrial regulada por la familia Bcl-2

En la via intrinseca o mitocondrial ciertas sefiales como la falta de factores de
crecimiento, dafno en el DNA (inducidos por radiacion ultravioleta o por agentes
genotoéxicos o quimioterapéuticos) o estrés del reticulo endoplasmico, inician apoptosis
mediante la activacion de las proteinas Bax y Bak. Tras la activacion, Bax y Bak
forman homo-oligbmeros [Wei et al.,, 2001] que se insertan en la membrana
mitocondrial externa y la permeabilizan, provocando la liberacién de la mitocondria al
citosol de proteinas pro-apoptoéticas [revisado por Ola, 2011].

La familia Bcl-2 se puede considerar un interruptor tripartito que establece el
umbral para que la célula entre en apoptosis. Este interruptor funciona principalmente
mediante interacciones entre miembros de la familia.

Existen dos modelos de activacién de Bax y Bak, el modelo indirecto y el
modelo directo. A) Modelo indirecto. Segun este modelo, Bax y Bak se encuentran
siempre unidas a proteinas anti-apoptdticas para impedir su activacién. Las proteinas
BH3-only desencadenan el proceso de apoptosis al desplazar a Bax y Bak por unién a
las proteinas anti-apoptéticas. [Willis et al., 2007]. B) Modelo directo, segun el cual las
proteinas activadoras (Bid, Bim y posiblemente otras) estarian secuestradas en el
citoplasma por las proteinas anti-apoptéticas. Las proteinas BH3 sensibilizadoras (Bad
o Noxa) desplazan a las activadoras, que quedan libres para unir Bax/Bak y activarlas
[Letai et al., 2002]. Las evidencias hasta el momento no validan completamente
ninguno de los dos modelos. Ambos modelos no son mutuamente excluyentes y
podrian representar vias alternativas o diferentes estadios de una via unica. Algunos
autores [Strasser et al., 2011] proponen un modelo unificador en el que Bax y Bak
adquiririan su estado activado bien mediante la interaccién con proteinas activadoras,
activandose espontaneamente, o mediante mecanismos todavia desconocidos. Las
proteinas anti-apoptoéticas inhibirian la muerte secuestrando proteinas activadoras o
Bax/Bak activados. Algunas de las proteinas BH3-only provocarian la muerte
activando Bax/Bak y desplazando los activadores y Bax/Bak de las proteinas anti-
apoptoticas, permitiendo la progresion de la sefial de muerte.

En cualquier caso, el resultado final es la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y la salida al citosol de al menos cinco proteinas apoptogeénicas
desde el espacio intermembrana: el citocromo ¢, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AlIF vy
endonuclease G [revisado por Ola et al., 2011]. Estas proteinas promueven el proceso
de apoptosis de modos distintos:

-La liberacion del citocromo ¢ provoca el ensamblaje del apoptosoma,
formado por varias moléculas de APAF-1 (apoptotic protease-activating factor-1)
unidas a citocromo cy el mismo numero de homodimeros de caspasa 9. La formacion
de este apoptosoma conduce a la activacion de la caspasa 9, que activa
posteriormente las caspasas ejecutoras.
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-Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/Direct |IAP-binding
protein with low pl) y HtrA2/Omi (high-temperature requirement A2) se unen a XIAP y
suprimen su capacidad de inhibir caspasas.

-Endonucleasa G y AIF (apoptosis-inducing factor) se traslocan desde la
mitocondria al nucleo, donde provocan condensacién de la cromatina y fragmentacion
del DNA [Susin et al., 1999; van Loo et al., 2001; Widlak et al., 2001; Ohsato et al.,
2002].

La via extrinseca y la intrinseca no son mutuamente excluyentes. En algunas
situaciones, la via extrinseca puede interaccionar con la intrinseca por medio de la
proteolisis de la proteina Bid, que genera tBid que a su vez promueve la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial y la liberacion de las proteinas
apoptogénicas. Este mecanismo de amplificacion activado por tBid es esencial para la
apoptosis inducida por receptores de muerte en las células llamadas de tipo 2 (por
ejemplo, hepatocitos) pero no es necesaria en células tipo 1 (por ejemplo timocitos)
[Scaffidi et al., 1998; Yin et al., 1999; Kaufmann et al, 2007; revisado por Kantari y
Walczak., 2011].

6.5. Apoptosis inducida por TGF-B en el higado

La capacidad del TGF-B para inducir apoptosis en el higado es crucial durante
la embriogénesis para la eliminacién de células innecesarias para la estructura o la
funcion hepatica. Ademas, en la etapa adulta, la apoptosis inducida por TGF-3
contribuye a la eliminacion de células danadas y el mantenimiento de homeostasis vy el
tamafo del 6rgano. Durante la regeneracion hepatica, el TGF-B contribuye a la
terminacién de la respuesta regenerativa inhibiendo la proliferacién e induciendo
apoptosis en hepatocitos [Fausto et al. 2006]. De hecho se le ha propuesto como el
principal regulador negativo de la proliferacién de hepatocitos durante la regeneracion
hepatica.

La expresion génica del TGF-B esta controlada durante el desarrollo. En la
etapa media de la gestacion se detectan altos niveles del mRNA de TGF-§ en el
higado, que disminuyen al aumentar la madurez del feto y todavia mas en el periodo
postnatal [Carr et al., 1989]. El higado quiescente tiene niveles muy bajos de mRNA
para TGF-B, pero higados regenerantes normales, neoplasicos proliferantes y tratados
con carcindgenos tienen niveles aumentados del transcrito de TGF-B [Fausto et al.,
1990].

Uno de los objetivos principales de nuestro grupo de investigacion ha sido y
sigue siendo la caracterizacion de la respuesta apoptética al TGF- en el contexto
hepatico. Nuestro grupo y otros han descrito que el TGF-B induce apoptosis en
distintas células hepaticas como hepatocitos y células de hepatoma [Cain et al., 1996;
Inayat-Hussain et al., 1997; Choi et al., 1998; Shima et al., 1999; Herrera et al., 2001a].
Los hepatocitos regenerantes son mas resistentes a la apoptosis por TGF- que los
hepatocitos fetales [Herrera et al., 2004b] aunque ambos muestran una sensibilidad
similar a la inhibicion de crecimiento por TGF-p [de Juan de et al., 1992a].

En cambio, los efectos inhibidores del TGF-3 en células madre/progenitoras no
estan del todo claros. Algunos autores han descrito que, en comparacion con los
hepatocitos adultos, la mayoria de las células progenitoras hepaticas son resistentes a
los efectos anti-proliferativos y apoptéticos del TGF-$ [Clark et al., 2005], y proponen
por tanto que la sensibilidad apoptética a esta citoquina es diferente entre células
progenitoras y hepatocitos maduros. Sin embargo, la sobreexpresion de TGF-
produce una disminucion de la expansion de células ovales tras dafo hepatico
inducido por la dieta DDC [Preisegger et al.,, 1999]. Ademas, nuestro grupo ha
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demostrado que el tratamiento con TGF- inhibe el crecimiento e induce apoptosis en
lineas de células ovales derivadas de animales tratados con DDC [del Castillo et al.,
2008al].

Los mecanismos de apoptosis inducidos por TGF-B varian enormemente
dependiendo del tipo celular [Sanchez-Capelo, 2005]. En hepatocitos, se ha descrito
que en respuesta al TGF-B, la proteina adaptadora pro-apoptética Daxx media la
activacion de JNK que conduce a la muerte [Perliman et al.,, 2001]. En la linea de
hepatocitos inmortalizados AML12, pero no en hepatocitos fetales, la apoptosis
inducida por TGF-p es dependiente de p38 [Liao et al., 2001; Herrera et al., 2001c].
Resultados de nuestro grupo han demostrado que en hepatocitos fetales de rata la
mitocondria juega un papel crucial en el proceso apoptético inducido por TGF-B. Asi,
en respuesta al TGF-p se produce estrés oxidativo, con produccién de ROS que es
responsable de la caida del potencial de membrana mitocondrial y liberacion del
citocromo c, coincidiendo con la activacion de caspasas [Sanchez et al., 1996; Herrera
et al., 2001b]. EI TGF-p también induce apoptosis via mitocondrial en hepatocitos
adultos [Rodrigues et al., 1999] y células FaO de hepatoma [Freathy et al., 2000].

Asimismo, en respuesta al TGF- se observa una alteracion de las proteinas de
la familia Bcl-2. En hepatocitos fetales de rata el TGF-$ induce una disminucién en los
niveles de Bcl-XL, que ademas sufre un corte proteolitico tras la activacién de
caspasas [Herrera et al., 2001a]. El TGF-p también induce una disminucién de la
expresion de de Bcl-XL en células de hepatoma [Yamamoto et al., 1998; Shima et al.,
1999], en hepatocitos de ratén [Christensen et al., 1998] y en la linea de hepatocitos
AML12, donde este efecto es dependiente de Smad4 [Ramjaun et al., 2007]. El TGF-p
induce fuertemente la expresion de las proteinas pro-apoptéticas Bmf y Bim en la
linea celular AML12 de manera dependiente de Smad4 y p38. Para inhibir
significativamente la induccion de apoptosis por TGF-B, es necesario suprimir
simultdneamente la induccion de ambas proteinas, sugiriendo este hecho que Bim y
Bmf pueden cumplir funciones parcialmente redundantes o cooperar en la regulacién
de la muerte celular [Ramjaun et al., 2007]. La activacion de caspasas por el TGF-
media el corte de Bid en hepatocitos fetales de rata, que da lugar a un mecanismo de
amplificacion de los efectos mitocondriales [Herrera et al., 2001a]. Ademas, Bad sufre
corte dependiente de caspasas en células Fao de hepatoma para generar formas
apoptéticamente mas potentes tras la estimulacién con TGF-f [Kim et al., 2002].

Ademas de la regulacion de las proteinas de la familia Bcl-2, se ha demostrado
un efecto del TGF-p sobre proteinas clAP-1. En hepatocitos fetales de rata, TGF-§
induce un corte proteolitico de clAP-1 [Herrera et al., 2002], y en células de hepatoma
HuH7, TGF-B disminuye la expresion de XIAP [Shima et al., 1999].

La identidad de la/s molécula/s que conectan el TGF-f con la induccién de la
via mitocondrial esta lejos de ser conocida con exactitud. En un intento por esclarecer
la identidad de este conector, nuestro grupo ha estudiado el papel de las especies
reactivas de oxigeno, demostrando su funcion como mediadores de la respuesta
apoptética al TGF-B en distintas células hepaticas. En hepatocitos fetales de rata, la
apoptosis inducida por TGF-f esta mediada por especies reactivas de oxigeno ya que
ésta es impedida por agentes antioxidantes [Sanchez et al., 1996; Herrera et al.,
2001b]. El TGF-B induce la expresion de NOX4, una NADPH oxidasa inducible
responsable de la produccién extramitocondrial de ROS [Herrera et al., 2004a;
Carmona-Cuenca et al., 2008]. Ademas, provoca un rapido descenso de la expresion
de genes antioxidantes, en particular MnSOD [Herrera et al., 2004a]. Ademas, en
lineas celulares de carcinoma hepatocelular humano, la capacidad del TGF- de
inducir apoptosis parece depender de su capacidad para aumentar la expresion de
NOX4 ya que 1) en las lineas de carcinoma hepatocelular sensibles a la apoptosis del
TGF-B, como las Hep3B, se observa un aumento en los niveles de NOX4, no
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observado en células resistentes, como HepG2 y 2) el silenciamiento de NOX4
mediante siRNA en células Hep3B disminuye la respuesta apoptética al TGF-8
[Carmona-Cuenca et al., 2008]. Los ROS también tienen una funcién importante para
la respuesta apoptética al TGF-B en hepatocitos AML12 y son necesarios, aunque no
suficientes, para el descenso en la expresion de Bcl-XL y para el aumento de la
transcripcion de Bmf y Bim [Ramjaun et al., 2007].

7. Transicion epitelio-mesénquima

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso biolégico por el cual
una célula de fenotipo epitelial, tras multiples cambios bioquimicos, genéticos y
epigenéticos, asume un fenotipo mesenquimal o fibroblastoide que conlleva una mayor
capacidad migratoria, invasiva, y de supervivencia. El trabajo pionero de Elizabeth Hay
en 1995 describié por primera vez una “transformacion epitelio-mesenquimal”, usando
como modelo la formacion de la estria o linea primitiva en embriones de pollo. En la
actualidad, el término transformacion ha sido sustituido por transicion, reflejando la
reversibilidad del proceso y el hecho de que es distinto de la transformacion
neoplasica [Kalluri y Neilson, 2003].

El proceso de EMT es revesible mediante un proceso conocido por transicion
mesenquima-epitelio (MET), de cuyo mecanismo se conoce relativamente poco
siendo el ejemplo mejor conocido de MET la asociada con la formacion del rindn
[Rothenpieler y Dressler, 1993; Lipschutz, 1998; Hogan y Kolodziej, 2002].

7.1. Tipos de EMT

La EMT se puede clasificar en tres subtipos diferentes dependiendo del
contexto celular donde tiene lugar y del fenotipo de la célula resultante. Entre los tres
subtipos existen diferencias funcionales que generan distintas consecuencias [Kalluri y
Weinberg, 2009, revisado por Zeisberg y Neilson, 2009].

EMT tipo 1

Este tipo de EMT es completamente fisiolégico y es un proceso necesario
durante distintas etapas del desarrollo embrionario, entre otras la implantacion del
embrion en el utero, la gastrulacidén y la migracion de las células de la cresta neural
[Hay, 1995; Vicovac y Aplin, 1996; Tucker, 2004]. A nivel bioquimico, la EMT asociada
con gastrulacion requiere de la sefializacion por Wnt y Nodal y Vg1, y por miembros de
la familia del TGF-B [Collignon et al.,1996; Varlet et al., 1997; Shah et al., 1997; Liu et
al., 1999; Skromne y Stern, 2001; Skromne y Stern, 2002; Chea et al., 2005]. Las vias
Wnt, FGFs, c-Myb, Msx-1 (Msh homeobox 1) y BMP intervienen en la EMT tipo 1
asociada a la migracion de las células de la cresta neural [Liem et al., 2000; Villanueva
et al., 2002; Karafiat et al., 2007]. Algunas de las células generadas mediante EMT tipo
1 son reinducidas a células epiteliales secundarias en érganos de origen mesodérmico
y endodérmico mediante transicién mesénquima-epitelio (MET).

EMT tipo 2

Mientras que la EMT tipo 1 que se produce durante la embriogénesis da lugar a
células mesenquimales, la EMT tipo 2, que se da en tejidos adultos o en desarrollo da
lugar a fibroblastos. La EMT de tipo 2 se produce durante la cicatrizacion de heridas,
proceso en el que las células epiteliales deben moverse para cerrar la brecha creada y
sintetizar una matriz extracelular provisional. La caracteristica diferencial de este tipo
de EMT es que es activada por un proceso inflamatorio y cesa cuando cesa la
inflamacién. Un proceso de EMT tipo 2 no resuelto puede producir fibrosis, de hecho
se ha asociado con procesos fibréticos en rifidn, higado, pulmoén, e intestino [Zeisberg
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et al., 2007a; Zeisberg et al., 2007b; Kim et al., 2006; Potenta et al., 2008]. En el
modelo mas estudiado de EMT tipo 2, dafo inflamatorio en el rifidn murino, se ha
establecido la participacién de diferentes factores de crecimiento, como TGF-f, FGF-2
(Fibroblast Growth Factor -2) y CTGF (Conective Tissue Growth Factor) [Yang y Liu,
2001; Strutz et al., 2002; Burns et al., 2006; revisado por Liu 2010].

EMT tipo 3

La EMT tipo 3 es un proceso mediante el cual células epiteliales tumorales
adquieren capacidad migratoria e invasiva que les permite introducirse en vasos
sanguineos o linfaticos, viajar por el torrente circulatorio y dar lugar a un tumor
secundario o metastasis en sitios distantes del tumor primario. Este tipo de EMT se
considera una activacién aberrante o inadecuada de programas que deben estar
confinados al desarrollo embrionario o la regeneracion tisular, y se distingue del tipo 1
y 2 por producirse en células con anomalias genéticas o epigenéticas. En el caso de
muchos carcinomas, las sefales que inducen EMT, especialmente HGF, EGF, PDGF
y TGF-B, provienen del estroma del tumor y parecen ser responsables de la expresion
de distintos factores de transcripcion inductores de EMT en células trasformadas
[Thiery, 2002; Jechlinger et al., 2002; Kokudo et al., 2008; Medici et al., 2008; Niessen
et al., 2008].
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Figura 12. Clasificacion de la EMT en tres tipos segiin el contexto y el fenotipo de la célula
resultante.

7.2. Cambios fenotipicos tras un proceso de EMT

Las células epiteliales presentan una serie de caracteristicas fenotipicas
definitorias, entre las que se encuentran:

A) Presentan numerosas uniones célula-célula y célula-matriz extracelular
(ECM) [revisado por Adams, 2002; Franke, 2009, Green et al 2010]
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Las células epiteliales estan firmemente unidas unas a otras mediante uniones
intercelulares de distintos tipos, que incluyen:

= Uniones estrechas (tight junctions) o zonula ocludens, en cuya formacion
intervienen las proteinas ZO (zonula ocludens) 1, 2, 3, ocludinas y claudinas.

= Uniones adherentes (adherens junctions) o zonula adherens, formadas por
moléculas de E-cadherina que interaccionan entre si mediante sus dominios
extracelulares, mientras que la parte citoplasmatica se ancla a filamentos de
actina mediante a y B-catenina.

La presencia de uniones adherentes y uniones estrechas forma una banda que
rodea el perimetro de la celula e impide la libre difusién de los componentes de la
membrana plasmatica, haciendo de limite entre la membrana basolateral y la
membrana apical, de composicion y aspecto diferentes. Por tanto, este tipo de uniones
contribuyen a la polaridad de membrana que se observa habitualmente en células
epiteliales.

= Desmosomas o macula adherens, establecen conexiones puntuales en forma
de disco entre células vecinas. Estas uniones entre células estan mediadas
por proteinas tipo cadherinas llamadas desmogleina y desmocolina, cuyo
dominio intracelular contacta con los filamentos intermedios, mediante
proteinas puente (desmoplaquina, placoglobina, placofilina). La funcién basica
de los desmosomas en tejidos epiteliales es unir los flamentos intermedios de
citoqueratina de células adyacentes.

= Uniones tipo gap, poros formados por el ensamblaje de moléculas de
conexina, cuya funcibn no es cohesionar el tejido, sino permitir la
comunicacion entre células mediante los poros que forman.

Las células epiteliales estan también unidas a la lamina basal, mediante
interacciones que se establecen con componentes de la ECM. En estas uniones
intervienen estructuras como los hemidesmosomas y juegan un papel esencial las
integrinas, que asocian la ECM con el citoesqueleto de la célula.

Este elevado numero de uniones célula-célula y célula-matriz hace que las
células que forman los epitelios estén fuertemente cohesionadas entre si y con la
membrana basal y permite a los epitelios ejercer su funcién principal: actuar como
barreras fisicas y barreras de permeabilidad.

B) Los filamentos intermedios son uno de los 3 componentes del citoesqueleto
celular, junto con los microtubulos y los filamentos de actina. La presencia de
citoqueratinas como proteinas formadoras de filamentos intermedios es una
caracteristica definitoria del fenotipo epitelial [revisado por Karantza, 2011].

C) Las células epiteliales son inmoéviles y la actina tiene una disposicion
cortical bajo la membrana plasmatica.

Cuando el proceso de EMT se ha completado, hay un cambio completo del
fenotipo celular [revisado por Kalluri y Weinberg, 2009; Zeisberg y Neilson 2009;
Taylor et al 2010]:

A) Las células pierden la polaridad basolateral-apical debido a la represién de
proteinas de complejos de polaridad (como Par3 y Par6) y de uniones intercelulares,
como E-cadherina, ZO-1, ocludina y claudina. ElI cambio prototipico de EMT es una
disminucion de la expresion de E-cadherina [Hay et al., 1995], que es sustituida por
cadherinas de otro tipo, como N-cadherina (que se expresa en células
mesenquimales, fibroblastos, células tumorales y tejido neural) o OB-cadherina
(marcador de fibroblastos activados). Una consecuencia de la disminucién de la
expresion de la E-cadherina es que la pB-catenina queda libre y puede traslocarse al
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nucleo por lo que el cambio de localizacion de la B-catenina desde la membrana
plasmastica al citosol o nucleo se considera una evidencia de EMT.

B) Adquiren capacidad migratoria y se produce una remodelacion del
citoesqueleto. Asi, la actina se reordena formando fibras de estrés, y la expresion de
citoqueratinas disminuye, expresandose en su lugar otro tipo de proteinas formadoras
de filamentos intermedios, como vimentina.

Ademas en células que sufren EMT tipo 2 y 3 se expresa en etapas tempranas
de la transicion el marcador de fibroblastos FSP-1 (Fibroblast Specific Protein-1), un
marcador prototipico de fibroblastos y que se cree que regula la motilidad [Helfman et
al., 2005]. Otra proteina de citoesqueleto que se expresa de novo es a-SMA uno de
los 6 miembros de la familia de actinas [Okada et al., 2000; Zeisberg et al., 2007a y b].

C) adquieren capacidad invasiva y por tanto la capacidad de remodelar la
ECM. Asi, sintetizan proteinas que degradan la ECM (MMPs y proteinas del sistema
plasminoégeno-plasmina como uPA y PAI-1) y regulan la sintesis de proteinas de la
ECM, aumentando la expresion de proteinas formadoras de una ECM fibrilar
(fibronectina, colageno |, colageno Il y laminina5) y reprimiendo la expresion de
componentes de membrana basal (colageno IV y laminina 1). La EMT esta por tanto
asociada con un cambio en el microambiente de las células, que pasan de estar
unidas a una membrana basal a estar rodeadas de una matriz extracelular fibrilar y
como consecuencia se produce un cambio en el perfil de expresion de distintas
integrinas, reflejo de una alteracion de las interacciones célula-matriz extracelular.

Célula epitelial
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Figura 13. Cambios fenotipicos tras un proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT).

En la Tabla 4 se resumen los principales marcadores fenotipicos cuya
expresion disminuye o aumenta durante la EMT, asi como los factores de transcripcion
que regulan este proceso.
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Tabla 4. Principales marcadores fenotipicos cuya expresion aumenta o disminuye durante la EMT
y factores de transcripcion que regulan este proceso

ATENUADOS | Tipo EMT OQDUCIJVIUEIE!I?AODSOS Tipo EMT
Proteinas de | E-cadherina 1,2,3 N-cadherina 1,2
membrana | 70O-1 1,2,3 OB-cadherina 2
Integrina a5p1 1,3
Integrina avp6 1,3
Syndecan-1 1,3
DDR2 ( 2,3
Proteinas de | Citoqueratinas 1,2,3 FSP1 1,2,3
citoesqueleto o-SMA 2,3
Vimentina 1,2
B-catenina 1,2,3
Proteinas de | Colageno a1(IV) | 1,2,3 Colageno a1(l) 1,3
matriz Laminina 1 1,2,3 Colageno a1(lll) 1,3
extracelular Fibronectina 1,2
Laminina 5 1,2
Factores de SNAI1 (Snail) 1,2,3
trascripcion SNAI2 (Slug) 1,2,3
Zeb1 1,2,3
Zeb2 1,2,3
Twist 1,2,3
Goosecoid 1,2
FOXC2 3

7.3. Factores de transcripcion implicados en EMT.

El numero de inductores de EMT conocidos esta en continuo aumento e incluye
factores de crecimiento, hipoxia, constituyentes de la ECM y proteasas. A pesar de la
distinta naturaleza de los inductores, la respuesta EMT da lugar a un resultado
relativamente uniforme. Es por ello que existe gran interés en los factores de
transcripcion comunes a las distintas vias de sefializacion que controlan la respuesta
EMT. Como hemos dicho anteriormente, la pérdida de la expresion de E-cadherina se
considera un rasgo caracteristico de la EMT, y los factores de transcripcion implicados
en este proceso fueron descubiertos en primera instancia como represores de la E-
cadherina.

Los factores de la familia Snail, SNAI1 (o Snail) y SNAI2 (llamado
anteriormente Slug) fueron los primeros factores de transcripcion descritos como
moduladores de la expresion de E-cadherina. SNAI1 se une directamente a las cajas E
que se encuentran en el promotor de la E-cadherina, de ocludinas y claudinas para
reprimir su expresion [Batlle et al., 2000; Cano et al.,, 2000]. La sobreexpresiéon de
Snail es suficiente para inducir una EMT completa [Batlle et al. 2000; Cano et al.
2000].

Posteriormente se han identificado factores de transcripcién adicionales que
reprimen directa o indirectamente la transcripcion de E-cadherina y son capaces por si
mismos de inducir EMT. Estos factores incluyen (i) miembros de la familia bHLH como
Twist, E47/TCF3 y TCF4/E2-2 [Perez-Moreno et al., 2001], (ii) los factores homeobox
con 2 dedos de zinc Zeb1 (=6EF1 o Tef8) y Zeb2 (=SIP1) [Vandewalle et al., 2009],
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que ejercen su funcidén represora uniéndose a distintos co-represores como CtBPs,
HDACs y BRG1 [Browne et al, 2010; Sanchez-Tillo et al., 2010], (iii) Goosecoid, un
factor de transcripcion homeobox que juega un papel fundamental en el organizador
Spemann y que se ha relacionado con procesos metastaticos en tumores de mama
[Hartwell et al., 2006], (iv) FOXC2 (Forkhead box C2), regulado por diversos inductores
de EMT, como TGF-, Snail, Twist o Goosecoid y que contribuye a la consecucién del
proceso de EMT, sugiriendo un papel important para FOXC2 en la EMT tipo 3 [Mani et
al., 2007b] y (v) KLF8 [Wang et al., 2007], aunque actualmente se desconoce como
encaja este factor de transcripcién en el esquema de induccion de EMT y como puede
ser afectado por otros inductores de EMT durante la progresion tumoral.

Snail regula la expresion de Zeb1 y Zeb2, sugiriendo una regulacién jerarquica
de la expresion de los factores de transcripcion implicados en EMT en la que SNAI1 y
SNAI2 pueden actuar como un interruptores tempranos que conducen a la activacion
posterior de ZEB1/2, TCF3, TCF4, Twist, Goosecoid y FOXC2 [De Craene et al., 2005;
Peinado et al., 2007; revisado por Hugo et al., 2011].

Reprime fenotipo epitelial e induce Mantiene/confiere propiedades de
marcadores mesenquimales célula madre/progenitora
E-cadherina Nanog
Claudina Oct4
Ocludina Nestin
Muc1 KLF4
Fibronectina
Vimentina
Induce
parada de ciclo celular
Ciclina D2
p21Cip1/WAF1

Promueve

o . Promueve supervivencia
degradacién de matriz

frente a distintos estimulos

extracelular. apoptdticos
MMP2 Bid
MMP9 Caspasa 6
PTEN

Inducidos o aumentados
Reprimidos o disminuidos

Figura 14. Snail controla un complejo programa transcripcional y regula multiples funciones
biolégicas.

Actualmente se sabe que Snail regula un complejo programa de transcripcion
que incluye multitud de genes, controlando varios aspectos de la biologia celular. Snail
regula negativamente la expresidn de marcadores epiteliales como E-cadherina,
claudinas, ocludinas y mucina-1 [Martinez-Estrada et al., 2006; lkenouchi et al., 2003;
Guaita et al. 2002]; regula positivamente la expresiéon de proteinas caracteristicas de
células mesenquimales como la vimentina y fibronectina [Cano et al. 2000; Guaita et
al., 2002] y controla la expresion de factores implicados en la degradacion de la matriz
extracelular como MMP2 y MMP9 [Qiao et al., 2010]. Todo ello contribuye a aumentar
la invasividad y la capacidad metastasica. Ademas induce parada de ciclo celular,
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promueve supervivencia celular y confiere o mantiene propiedades de células madre
(stem cells) [revisado por Wu y Zhou, 2010]. La complejidad del programa de
transcripcion regulado por Snail adquiere sentido cuando se contempla el fenédmeno
de EMT a la luz del desarrollo embrionario. EI fendmeno de transicion epitelio-
mesénquima es fundamental durante el desarrollo embrionario y requiere que (por
ejemplo durante la delaminacién de células de la cresta neural) ciertas células
epiteliales se desdiferencien, se delaminen, migren a lugares lejanos y alli se
diferencien de nuevo a muy distintos tipos celulares. Snail es fundamental para que
estas acciones se completen con éxito, ya que su induccion favorece migracion frente
a proliferacion, induce supervivencia celular, confiere a las células caracter de células
madre/progenitoras y las mantiene desdiferenciadas hasta que llegan a su destino.

7.4. EMT inducida por TGF-$

Como hemos visto en el apartado anterior, los miembros de la familia del TGF-
By el propio TGF-p son importante inductores de EMT durante el desarrollo (EMT tipo
1) e intervienen también en la EMT tipo 2 y 3. Mientras que el tratamiento con TGF-
por si sélo es suficiente para inducir EMT en algunas células epiteliales in vitro, otras
células son resistentes 0 moderadamente sensibles a la EMT inducida por TGF-
[Brown et al., 2004] y en otras ocasiones el TGF-p necesita cooperar con otras vias de
sefalizacibn como Wnt [Eger et al., 2004; Nelson y Nusse, 2004], Hedgehog
[Karhadkar et al., 2004], Ras oncogénico/RTKs [Grunert et al., 2003; Siegel et al.,
2003; Seton-Rogers et al., 2004; Xie et al., 2004] y Notch para inducir una EMT
completa [Oft et al., 1998; Janda et al., 2002; Nawshad et al., 2005].

La sefalizacion Smad es esencial para la EMT inducida por TGF- en diversos
tipos de células tales como células del epitelio de los tubulos renales en cultivo
primario, células epiteliales de glandula mamaria NmuMG y hepatocitos [Piek et al.,
1999; Sato et al., 2003 ; Valcourt et al., 2005 ; Pardali y Moustakas, 2007; Dooley et
al., 2008].

Las Smads tienen poca afinidad por el DNA y necesitan interaccionar con
cofactores para adquirir especificidad por el gen diana. Recientemente se ha
descubierto que varios factores de transcripcion que promueven EMT, incluyendo
Snail, Twist, Zeb1, Zeb2, AP-1, LEF1/TCF y Sp1 pueden actuar como cofactores para
las Smads. En 2010, Fuxe et al. propusieron el nombre de complejos Smad
promotores de EMT o EPSCs (EMT Promoting Smad Complexes) para estas
asociaciones de Smad con otros factores de transcripcion, que actuan tanto en la
represion de genes epiteliales como en la activacion de genes mesenquimales. La
accesibilidad y la estabilidad de los cofactores de las Smads podria ser el factor
limitante que determine si se formaran los EPSCs y cuales de ellos y que determine
por tanto si se produce EMT en respuesta al TGF-B. El aumento en la expresion y la
estabilidad de estos cofactores mediante activacion por la via Wnt o Ras podria
sensibilizar a las células a la EMT inducida por TGF-f.

Las vias de senalizacion no-Smad activadas por TGF-f también estan
implicadas en el proceso de EMT en diferentes tipos celulares [revisado por
Moustakas y Heldin, 2005]. Asi, se ha descrito la implicacion de GTPasas de la familia
Rho que incluyen RhoA, Rac y Cdc44, que juegan un importante papel en la
organizacion del citoesqueleto, motilidad celular y controlan la expresion génica a
través de una gran variedad de factores. La activaciéon de las rutas de JNK y p38
durante la EMT inducida por TGF-B [Yamashita et al., 2008] es necesaria en algunos
modelos celulares, como células epiteliales de traquea y diferentes lineas celulares
transformadas y no transformadas [Alcorn et al., 2008]. También se ha visto que la via
PI3K-Akt puede mediar la induccion de EMT por el TGF-p en determinados contextos,
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por ejemplo en células epiteliales de glandula mamaria NMuMG [Bakin et al., 2000].
Ademas, la administracién conjunta de TGF-f y EGF dispara una EMT exagerada
mediante la activacion de ERK1/2 y PI3K-AKT [Uttamsingh et al., 2008].
Sorprendentemente, la inhibicién farmacoldégica de PI3K-Akt no tiene efecto en las
caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas de EMT pero disminuye la adquisicion de
fenotipo migratorio e invasivo [Uttamsingh et al., 2008], sugiriendo que los cambios
morfolodgicos y las caracteristicas motiles adquiridas durante la EMT pueden ser
diferentes entidades fisiolégicas. Dentro de esta via, la quinasa mTOR induce un
incremento del tamafo celular y de la sintesis de proteinas, que acompafan a la
respuesta EMT [Lamouille y Derynck, 2007]. EI TGF-f también puede activar la
sefnalizacion mediada por Src, FAK (Focal Adhesion Kinase), NFkB, integrinas e ILKs
que también contribuyen a EMT [Cicchini et al., 2008; revisado por Taylor et al., 2010].

Evidencias recientes indican que los miembros de la familia miR-200 tienen un
papel central en la regulacion del proceso de EMT a través de ZEB1 y ZEB2 y que su
expresion disminuye en células que sufren EMT [Cano y Nieto, 2008]. EI TGF-p
modula de la expresién de esta familia de miRNAs, y asi induce EMT en tumores de
mama [Gregory et al., 2008]. Ademas, la EMT inducida por TGF- en queratinocitos
esta asociada con la induccidon de miR-21 [Zavadil et al., 2007]. La funcion exacta de
los microRNAs en la regulaciéon de los distintos tipos de EMT se conocera sin duda
con trabajos futuros.

7.5. EMT inducida por TGF-B en células hepaticas.

Nuestro grupo ha contribuido a caracterizar la respuesta de hepatocitos y
células de hepatoma al TGF-p en términos de EMT. En hepatocitos fetales y
neonatales de rata en cultivo primario, el TGF-B induce un proceso de EMT
caracterizado por un aumento de la expresion de vimentina, disminucion de la
expresion de CK18 y adquisicion de morfologia fibroblastica [Pagan et al, 1999;
Sanchez et al.,, 1999], concomitante con un aumento en la expresién de Snail y
disminucion en la expresion de E-cadherina [Valdés et al., 2002]. Ademas, estos
hepatocitos fetales, una vez que han sufrido EMT, pierden la respuesta apoptética al
TGF-B y aumentan su capacidad migratoria [Valdés et al., 2002]. En colaboracién con
el grupo del Dr. Nelson Fausto, se pudo probar que también los hepatocitos fetales
humanos sufren EMT en respuesta al TGF-§ [Caja et al., 2010].

El proceso de EMT inducido por el TGF-B parece estar acompafiado de una
desdiferenciacion de los hepatocitos fetales de rata [Sanchez et al., 1999; Valdés et
al., 2002] y hepatocitos fetales humanos [Caja et al., 2010], evidenciado por la
aparicion de marcadores de células ovales como OV-6 [Valdés et al.,, 2002], y la
bipotencialidad de las células generadas, que se pueden diferenciar, segun el
protocolo utilizado, a colangiocitos o hepatocitos [del Castillo et al., 2008b]. También
los hepatocitos fetales humanos adquieren caracter de célula progenitora cuando son
tratados con TGF-B, como se infiere del aumento de la expresién de Thy-1(=CD90)
[Caja et al., 2010].

La capacidad de los hepatocitos adultos de sufrir EMT en respuesta al TGF-§
ha suscitado interés en relacion con su posible capacidad de contribuir a la fibrosis
hepatica, pues existen varias evidencias que indican que el TGF-B tiene un papel
crucial en la iniciacién y progresién de la fibrosis hepatica [Dooley et al., 2001]. La
EMT inducida por TGF-$ en células hepaticas también tiene interés en relacién con la
hepatocarcinogénesis. Nuestro grupo ha demostrado que las células hepaticas
transformadas tienen capacidad de sufrir EMT en respuesta al TGF-B in vitro [Bertran
et al., 2009; Caja et al., 2010].
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Nuestro grupo de investigacion esta centrado en el estudio de los mecanismos
que regulan la proliferacion, diferenciacién y muerte de las células hepaticas. Asi, los
trabajos de nuestro grupo se han enfocado, fundamentalmente, en el analisis del
papel del TGF-( en la biologia de las células hepaticas y en el mecanismo mediante el
cual diferentes factores de crecimiento como el HGF y los ligandos del EGFR,
promueven la supervivencia, diferenciacion y proliferacion. Estudios realizados en
hepatocitos fetales primarios de rata pusieron de manifiesto que el TGF-$ a dosis
bajas, ejerce un efecto inhibidor del crecimiento [Sanchez et al., 1995] pero a dosis
mas altas es un potente inductor de apoptosis [Sanchez et al. 1996]. El EGF protege a
los hepatocitos fetales de la apoptosis inducida por TGF-$, mientras que el HGF no es
capaz de inhibir dicha muerte [Fabregat et al., 1996; Fabregat et al., 2000]. La
caracterizacion del proceso apoptético inducido por el TGF-8 demostré que ésta cursa
con una alteracion de la expresion de miembros de la familia Bcl-2, despolarizacion de
la membrana mitocondrial, salida de Citocromo C al citosol y posterior activacion de
caspasas. Todos estos eventos son dependientes de un proceso de estrés oxidativo
inducido por el TGF-p, mediado a través de la induccién de NOX4 y la regulacion
negativa de la expresion y/o actividad de sistemas antioxidantes [Fabregat et al.,
2000; Herrera et al., 2001b; Sanchez et al.,1996; Herrera B et al., 2001c, Herrera et
al., 2004; Carmona-Cuenca et al., 2008].

Sin embargo, cabe destacar que no todos los hepatocitos fetales culminan el
proceso apoptético inducido por TGF-f, existiendo una proporcion de alrededor del 40-
60 % de hepatocitos que sobreviven a dichos efectos (Sanchez et al., 1999). Esta sub-
poblacion resistente al TGF-B sufre una transformacién fenotipica hacia células
mesenquimaticas o EMT. Dicha EMT se correlaciona con un aumento en la expresion
del factor de transcripcidén Snail, que reprime la expresion de la cadherina E y conduce
a la pérdida de las adhesiones celulares y adquisicion de propiedades migratorias
[Valdés et al., 2002, del Castillo et al., 2006]. La resistencia a apoptosis tras EMT se
debe a la expresién de factores de supervivencia de la familia de los ligandos del
EGFR, que esta mediada a través de un bucle autocrino de TGF-$ [del Castillo et al.,
2006]. Por ultimo, la caracterizacion fenotipica detallada de las células que han sufrido
EMT permiti6 demostrar que ademas del cambio de marcadores epiteliales por
mesenquimaticos propios de dicho proceso, la EMT conlleva pérdida de la expresion
de factores de transcripcion importantes para la diferenciacion hacia el linaje hepatico
(HNFs) y ganancia de expresién de marcadores de células madre/progenitoras (Thy-1,
c-kit), es decir la generacion de ceélulas que pueden funcionar como células
madre/progenitoras facultativas [del Castillo et al., 2008b].

En los ultimos afos se ha abierto una nueva linea de investigacién en nuestro
laboratorio, que tiene por objeto el estudio de la relevancia de la sefalizacion de
HGF/Met y sus interacciones con otras vias, como la del EGFR y el TGF-B, en la
biologia de las células progenitoras hepaticas y sus implicaciones en la fisiologia y
patologia del higado. Para ello, establecimos varias lineas celulares clonales a partir
de células ovales inducidas por tratamiento con DDC, que expresan una forma
funcional (células Met™™) o no funcional (células Met”) de Met, usando el sistema de
modificacion genética Cre-loxP y la consiguiente recombinacion mediada por
adenovirus. Las células Met™™ proceden de un modelo de ratén knockout condicional
de Met desarrollado en el laboratorio del Dr. S.S. Thorgeirsson [Huh et al., 2004].

Las lineas de células ovales obtenidas fueron caracterizadas fenotipicamente,
demostrando que presentan un fenotipo inmaduro bipotencial caracteristico de células
ovales. Ademas, las células Met” no presentan fosforilacion de Met en respuesta al
HGF, ni activacion de vias de senalizacion dianas de Met como Akt o ERK1/2. Estos
datos, unidos a la ausencia de proliferacion de las células ovales Met” en respuesta al
HGF servian como pruebas de validacion funcional de nuestro modelo y demostraban
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su utilidad como una herramienta para el estudio de la relevancia de la sefalizacion
HGF/Met en las células ovales [del Castillo et al., 2008a]. En este trabajo se describe
ademas que en las células Met™™ opera un bucle autocrino de HGF, evidenciado por
la expresion endogena de HGF, la activacion basal de Met en ausencia de HGF
exogeno (Fig.1) y la actividad antiapoptotica del medio condicionado libre de suero de
las células ovales sobre las células Met™™. Las células Met” también tienen la
capacidad de expresar HGF, pero no de responder a él, debido a la ausencia de
actividad tirosina quinasa de Met. Es muy importante destacar que la ausencia de
actividad tirosina quinasa de Met no afecta a la capacidad proliferativa celular, pero
produce un incremento de la sensibilidad a la apoptosis inducida por deprivacion de
suero y tratamiento con TGF-B (Fig.2), revelando un papel critico de Met en la
supervivencia de las células ovales a través de un mecanismo autocrino.

A

-
£
£
@
=

Met"

o

B IP : Met

gh  12h 24h
IB: -+ -+ -+ CM
P-ijr ! iy :Tmﬁ [ ]

Met h"HL-l.,J_*

Figura 1. En las células ovales Met™™ opera un bucle autocrino HGF/Met. (A) Expresion basal del

mRNA de HGF detectado mediante RT-PCR en células ovales Met™™ y Met” BI: blanco, no retro-
trancripcion. La expresion de B- actina se us6 como normalizador. (B) Cinética de la activacion de Met en
células Met ™™ cuyltivadas en medio sin suero o medio condicionado (CM) libre de suero. Para la
inmunoprecipitacion de Met se usaron extractos totales. La fosforilacion se detecté mediante hibridacion
con anticuerpo anti-fosfotirosina, utilizando Met como control de carga. (Figura tomada de: del Castillo
et al., 2008a)

En este mismo trabajo se demostré que el EGF es un potente mitégeno en las
células ovales, sin que se observasen diferencias aparentes entre células que
expresan un receptor Met funcional o no [del Castillo et al., 2008a]. Ademas
resultados preliminares obtenidos en el laboratorio indicaban que en células ovales el
HGF no activa el EGFR ni el EGF activa Met, lo que sugeria que no existe una
activacion cruzada entre los ligandos y los receptores de estas vias (Fig.3). Sin
embargo la demostracion de la existencia o0 no de una interaccion cruzada entre
ambas vias requeria experimentos adicionales y sin duda, nuestro modelo celular
carente de actividad tirosina quinasa de Met era una herramienta muy util para este
estudio.
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Figura 2. Las células ovales Met”™ son mas sensibles a la apoptosis inducida por TGF-B. (A)
Viabilidad celular tras tratamiento con TGF-f} determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos
se expresan como porcentaje respecto a las células sin tratar y representan la media=SEM de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. (B) Actividad caspasa-3 en células ovales Met™™
y Met”" tras tratamiento con TGF-B durante 24 y 48 horas. Barras negras: Met™"™; Barras blancas: Met™”".
Los datos son la media=SEM de cuatro experimentos independientes. ***P <0.001; **P <0.01; *P <0.05
(Figura tomada de: del Castillo et al., 2008a)
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Figura 3. Ausencia de interaccion directa a nivel de receptor entre la via HGF/Met y la ruta del
EGFR en las células ovales. (A) Deteccion de la activacion del EGFR, AKT y ERK1/2 en respuesta a
tratamientos con EGF 20 ng/ml durante 15 minutos, o con HGF 20 ng/ml durante 10 minutos, mediante
Western blot. (B) Deteccion de la activacion de Met tras tratar las células con HGF 20 ng/ml durante 5
minutos, o con EGF 20 ng/ml durante 10 minutos, mediante inmunoprecipitaciéon de Met total y posterior
inmunodeteccion de fosfo-tirosinas. Se muestra un experimento representativo de dos realizados
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Partiendo de los resultados descritos en el apartado de Antecedentes, que
establecian un papel relevante para el HGF, EGF y TGF-§ como moduladores de las
respuestas proliferativa y apoptética en células ovales, en este trabajo nos planteamos

los siguientes objetivos:

1. Profundizar en el estudio del papel del receptor EGFR y sus ligandos en la
proliferacion y supervivencia de células ovales y analizar en detalle una posible

interaccion cruzada entre los receptores Met y EGFR.

2. Caracterizar la apoptosis inducida por TGF-B en células ovales e investigar los
mecanismos que median el papel protector de la sefializacion autocrina de HGF/Met

frente a la apoptosis inducida por TGF-p.

3. Analizar la capacidad del TGF-B para inducir un proceso de EMT en células ovales
y las consecuencias funcionales de este cambio fenotipico, asi como determinar si la

ausencia de un receptor Met funcional tiene algun efecto sobre este proceso.

Para su desarrollo, se ha utilizado como herramienta un modelo in vitro de lineas de

tflx/ﬂX)

células ovales que expresan una forma funcional del receptor Met (células Me o]

una forma mutante sin actividad tirosina quinasa (células Met™).
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Material y Métodos

1. Modelo celular: células ovales Met ™™ y Met -

Las lineas de células ovales Met™™y Met” usadas en este trabajo proceden de

un modelo de ratdn knock-out condicional para Met, generado mediante el sistema de
modificacion genética Cre-loxP, en el laboratorio del Dr. Thorgeirsson (NIH, Bethesda,
EE.UU.). Para la activacién y expansion in vivo de las células ovales Met™™ se utilizé
el modelo in vivo de dafo hepatico cronico basado en el tratamiento con 0.1% de DDC
[Preisegger et al., 1999]. Las lineas clonales de células Met” se generaron a partir de
las células Met™™ por infeccion con un adenovirus que expresa la Cre recombinasa
bajo el control del promotor de citomegalovirus (CMV) (Ad-CMV-Cre) (Vector Biolabs).
Estas células expresan un receptor Met que carece de actividad tirosina quinasa vy, por
lo tanto, no es funcional. La descripcion detallada del aislamiento y subclonaje de las
células, asi como la caracterizacion fenotipica y validacion funcional del modelo celular
se encuentra en [del Castillo et al. 2008a].

Las células se mantuvieron en cultivo en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina 120
pag/ml, estreptomicina 100 ug/ml y anfotericina B 2,5 pg/ml, que llamaremos medio
completo, en condiciones controladas de temperatura (37°C), humedad (80%) y
atmosfera de CO, (5%). El medio se renovd completamente cada 48-72 horas y las
células se tripsinizaron y subcultivaron cuando alcanzaron el 80-90% de confluencia.
Los experimentos se realizaron durante los primeros pases (pases 2-8).

2. Factores de crecimiento e inhibidores

Los factores de crecimiento e inhibidores utilizados en este trabajo aparecen
resumidos en la Tabla |. Antes de realizar los tratamientos se dejaban las células en
ausencia de suero entre 2 y 12 horas. Los inhibidores se afiadian 1 hora antes que los
factores de crecimiento (en los casos en los que no haya sido asi se especificara en el
pie de figura) y en los tratamientos de larga duracion los inhibidores y factores de
crecimiento fueron renovados cada 48-72h.

Tabla I. Factores de crecimiento e inhibidores

Factores de Concentracion | Casa comercial
crecimiento

e inhibidores

SelF cO el E;)tr)?)rr]:tories
HGF 20 ng/mi R&D systems
TGF-B 1 ng/ml Calbiochem
AG1478 (Inh. EGFR) 5uM Calbiochem
Inhibidor IV de Akt 2,5 uM Calbiochem
LY294002 (Inh. PI3K) 7,5 uM Calbiochem
PD98059 (Inh. ERK1/2) 20 uM Calbiochem
SB203580 (Inh. p38) 10 uM Calbiochem
SP600125 (Inh. JNK) 30 uM Alexis Biochemicals
SU11274 (Inh. Met) 2,5 uM Calbiochem
U0126 (Inh. MEK) 5 uM Promega
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3. Silenciamiento génico del EGFR mediante siRNA

Para la transfeccion transitoria con oligonucleétidos pequefios de interferencia
de RNA o siRNA (small interfering RNA), las células se sembraron en medio DMEM
completo a una confluencia del 50-60%, que se determind previamente como idénea
para una transfeccion eficiente. Al dia siguiente, las células se transfectaron con el
siRNA comercial “mouse EGFR SMARTpool siRNA” (50nM) o con un control “non-
targeting siRNA” (50nM) (ambos de Dharmacon), utilizando como reactivo de
transfeccion TransIT-siQuest (Mirus) siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. Las células transfectadas se mantuvieron durante 16 horas en medio
DMEM completo y en presencia del siRNA y posteriormente se tripsinizaron, se
diluyeron a la concentracion celular adecuada y se sembraron de nuevo en placas de
cultivo para los correspondientes ensayos.

4. Analisis de la expresion génica

4.1. RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

El RNA fue aislado mediante el sistema comercial RNeasy mini Kit (Qiagen),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la valoracion de la concentracion y
pureza del RNA, se realizé una lectura espectrofotométrica por duplicado a 260, 280 y
310 nm. La lectura a 260 permitié calcular la concentracion del acido nucleico en la
muestra; 280 nm es el pico de absorcion de las proteinas, por lo que la relacion entre
las absorbancias A260/A280 daba idea del grado de contaminacién de proteinas que
tenian las muestras; en este sentido, se consideraba que una relacion de 1,8-2 es
indicativa de un buen grado de pureza del RNA. La lectura a 310 nm se corresponde a
la absorbancia debida a otras impurezas. La valoracién cuantitativa de los acidos
nucleicos aislados se realizé teniendo en cuenta que una unidad de D.O. a 260 nm se
corresponde con 40 pg/ml de RNA [Sambrook et al., 1989]. Las muestras se
guardaron a -80°C hasta el momento de llevar a cabo la retrotranscipcion.

La sintesis de cDNA se llevo a cabo a partir de 2-3 pg de RNA, en dos
reacciones consecutivas. En la primera reaccion se eliminan las posibles estructuras
secundarias formadas en el RNA, mediante calentamiento a 65°C durante 5 minutos,
en presencia de 0,25 ug de cebador poli dT+5 (Roche) y dNTPs 0,5 mM (Invitrogen).
Posteriormente, se incubaba a 50°C durante 1 hora en presencia de 200 unidades de
retrotranscriptasa (Superscript 11l RNase H Reverse Transcriptase, Invitrogen), DTT 5
mM y 40 unidades de inhibidor de RNAsas (RNAsin, Promega). La reaccién se detenia
inactivando la enzima a 70°C durante 15 minutos. EI cDNA obtenido se guardaba a
-20°C. Como control de la posible presencia de DNA gendmico, para cada condicion
se realizd6 un control (-RT) con todos los componentes de la mezcla de
retrotranscripcion excepto la enzima.

A continuacion se realizaba la PCR a partir de 2 pl de la mezcla de reaccion
que contenia el cDNA, en presencia de los cebadores (1 pM, Sigma), dNTPs (100 uM,
Invitrogen), MgCl, (1,5 mM, Ecogen), y 1 unidad de la polimerasa Ecotaq (Ecogen). La
reaccion de PCR se llevo a cabo en las siguientes condiciones:

1) 5 minutos a 95°C, para asegurar la completa desnaturalizacién del DNA.
2) 25-40 ciclos (dependiendo del gen analizado, ver Tabla Il) de tres etapas cada uno:
= 0,5-1 minuto a 94 °C (desnaturalizacién del cDNA).

= 30 segundos a la temperatura de fusion (Tm) apropiada para cada par de
cebadores (Tm indicada en la Tabla IlI). Durante esta etapa se produce la
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hibridacion de los cebadores con su secuencia complementaria en el cDNA. En
la Tabla Il se muestran las secuencias de los cebadores utilizados.

= 0,5-1 min (dependiendo del tamafo del amplicén) a 72°C, temperatura 6ptima
de actividad de la Ecotaq. Esta es |la denominada fase de extension donde se
produce la sintesis del producto de PCR.

3) 72°C durante 10 minutos, con el fin de asegurar la elongacién completa del
amplicon.

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1-1,5%, en tampon
TAE 1x (Tris 40 mM; 0,1% Acido acético glacial; EDTA 1 mM). Como controles de
carga se usaron los niveles de mRNA de B-actina y GAPDH. Para cada reaccion de
PCR se llevaba también un blanco, que lleva agua en lugar de cDNA con el fin de
descartar posibles contaminaciones de ésta.

Tabla II. Cebadores utilizados para RT-PCR

o
Cebador 5’ Cebador 3’ Tm .N
ciclos

HB-EGF | GACCCATGCCTCAGGAAATA | TGAGAAGTCCCACGATGACA 60 30

TGF-a TGGTGCAGGAAGAGAAGC TGACAGCAGTGGATCAGC 57 30
, ATGCCATCCTGCGTCTGGACC | AGCATTTGCGGTGCACGATGG

B-actina | 755¢ AGGG 65 30
CCATGTTTGTGATGGGTGTGA | TGTGAGGGAGATGCTCAGTGT

Gapdh ACC 1GG 60 30

4.2. RT-PCR cuantitativa (Quantitative Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction o qRT-PCR)

Para estos ensayos, se partié de 1 ug de RNA (obtenido segun se explica en el
método anterior), al que se trataba adicionalmente con DNAsa (Quiagen) para evitar la
presencia de posibles trazas de DNA gendmico. Se procedid a la sintesis de cDNA a
partir de 1 uyg de RNA segun se detalla en el método anterior y se diluy6 1: 10 con
agua libre de nucleasas (Promega). Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado
en placas de 384 pocillos, siendo el volumen total de reaccion por pocillo de 10 pl. La
composicion de la mezcla de reaccion se detalla en la Tabla .

Tabla II1. Composicion de la mezcla de reaccion para qRT-PCR

cDNA (diluido 1:10) 2,5 pl

SYBR GREEN Master Mix 2x (Roche) | 5 pl

Cebador 3" (5 uM) 0,6 pl
Cebador 5° (5 uM) 0,6 pl
Agua libre de nucleasas 1,3 ul
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Para desarrollar la reaccién de PCR se utilizé un equipo ABI Prism 7900 HT
Fast Real-Time de Applied Biosystems, de los servicios de Gendmica de la
Universidad Complutense de Madrid.

En la Tabla IV se indican las secuencias de los cebadores empleados. La

expresion de Gusb se empled como normalizador interno.

Tabla IV. Cebadores utilizados para qRT-PCR
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Cebador 5’ Cebador 3’
Albumina ATCTGCACACTTCCAGAGAAGG TCCATGACAGTCTTCAGTTGC
Alfafetoproteina | TGTTGCCAAGGAAACTCG GCAGCACTCTGCTATTTTGC
Bim TGCGCCCGGAGATACGGATT TGGTCTTCAGCCTCGCGGTA
Bmf TGTCATGCTGCCTTGTGG TGAGCCTGCAGGGAAACTG
E-cadherina CAGCCTTCTTTTCGGAAGACT GGTAGACAGCTCCCTATGACTG
Foxa1 TAGGGACTGTGAAGATGGAAGG TGGTCATGTAGGTGTTCATGG
Foxa2 GCCAGCGAGTTAAAGTATGC ATGTTGCTCACGGAAGAGTAGC
Foxa3 CTGGGCTCAGTGAAGATGG AGAGCTGAGTGGGTTCAAGG
Gusb AAAATGGAGTGCGTGTTGGGT CCACAGTCCGTCCAGCGCCTT
HNF1p TCTCAGAACCTCATCATGACC GCTAGCCACACTGTTAATGACC
HNF4c CTTCTGCGAACTCCTTCTGG GGAGCAGCACGTCCTTAAAC
Integrina a2 CGGAGAAAGCAGAAGTACCG CTGCAGTCATAGCCAACAGC
Integrina a5 CCAAGAGAGCCGTAGTCTGC GAGGCAGGATCTGGTAGGG
Integrina a6 GTTCGAGTGACGGTGTTTCC TCTTGAAGAAGCCACACTTCC
Integrina av GTTCACACTTTGGGCTGTGG GCAGGGATTTCACGTACAGG
Integrina 51 CTTATTGGCCTTGCCTTGCT TAGGATTTTCACCCGTGTCC
Integrina (4 CGGCTCAACATCCCTAACC CGTACCCGGAACACATAGG
NOX2 CTGTATGCTGATCCTGCTGC TTCCTGTCCAGTTGTCTTCG
NOX4 CCTCAACTGCAGCCTCATCC CAACAATCTTCTTGTTCTCC
Onecut1 CCTGGAGCAAACTCAAGTCG GTCCTTCCCGTGTTCTTGC
SNAI1 TCCAAACCCACTCGGATGTGAAGA | TTGGTGCTTGTGGAGCAAGGACAT
SNAI2 CACATTCGAACCCACACATTGCCT | TGTGCCCTCAGGTTTGATCTGTCT
SOD2 AGCTGCACCACAGCAAGCAC AGGCTGAAGAGCGACCTGAGT
Zeb1 GTACAAACACCACCTGAAAGAGC CCATTCACAGGCATCAAGC
Zeb2 AAAGCGTTCAAACACAAACACC CCGCTTGCAGTAGGAGTACC
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La determinacion de los niveles relativos de mRNA de tPA, uPA, PAI-1, Col1a1
y Col1a2 se llevd a cabo utilizando un array de expresion génica de la casa comercial
SABiosciences (ref. PAMM-035)

Para cada condicion, los datos de Ct (Cycle threshold) de cada gen se
corrigieron con los valores de Ct de un normalizador interno, obteniéndose un valor
denominado ACt. Este a su vez se expreso en relacion a los valores de ACt de un
control no tratado, obteniéndose un valor denominado AACt, que una vez expresado
en escala no logaritmica mediante la transformacion 2 ' proporciona el nimero de
veces de induccién de la expresion del gen en estudio respecto a un control no
tratado.

5. Analisis de la expresion de proteinas mediante western blot

5.1. Obtencién de proteinas

Extractos de proteinas totales

Tras los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS a 4°C y se
despegaron de la placa de cultivo mediante rascado, manteniendo las placas en hielo.
Posteriormente, se centrifugaron durante 5 minutos a 5.000 rpm y 4°C. Para proceder
a la lisis celular, el precipitado que contenia las células se resuspendié en 80 pl de
tampdn RIPA modificado (cuya composicién se detalla en la Tabla V) y se mantuvo en
hielo durante 30 minutos, agitando mediante vortex cada 5 minutos para facilitar la
lisis. Los lisados se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos, para eliminar los
restos de membrana y se guardaron a -80°C, separando previamente alicuotas para
valorar la concentracion de proteinas.

Tabla V. Tampén RIPA modificado

Deoxicolato sédico 1%
Tris-HCI pH=7.4 10 mM
SDS 0,1%
NP-40 1%
NaCl 150 mM
EDTA 2 mM
PMSF* 1 mM
Leupeptina* 5 ug/ml
Na3vO4* 0,1 mM
DTT* 0,5 mM
NaF* 0,5 mM
Aprotinina*® 1%

*Adicion extemporanea

Extractos de proteinas citoplasmaticas y nucleares

Para la separacion diferencial de proteinas citoplasmaticas y nucleares se
utilizé el método de Andrews-Faller [Andrews y Faller, 1991]. Los platos de cultivo se
lavaron con PBS frio y las células se despegaron por rascado en PBS vy
posteriormente se centrifugaron a 5.000 rpm durante 3 minutos a 4°C, tras lo cual se
eliminaba bien el sobrenadante y se resuspendia el precipitado en 400 ul de Solucién
A (hipotdnica) fria, cuya composicidn se indica en la Tabla VI.
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Tabla VI. Solucién A (hipoténica)

HEPES pH=7,9 10 mM
KCI 10 mM
MgCI2 1,5 mM
DTT* 0,5mM
PMSF* 0,2 mM
Aprotinina* 2,5 pg/ml
Leupeptina* 2,5 ug/ml
Na3VvO4* 0,1 mM

*Adicion extemporanea

Los precipitados celulares se mantuvieron en hielo durante 10 minutos en esta
solucion A, agitando suavemente cada minuto para facilitar la lisis. Al cabo de los 10
minutos, se agitaba cada tubo 10 segundos en el vértex y se centrifugaban 30
segundos a 13.000 rpm y 4°C. El sobrenadante (que contiene las proteinas citosdlicas)
se guardaba a -80°C, separando previamente alicuotas para determinar la
concentracién de proteinas en el extracto, y el precipitado celular remanente se
resuspendia en 20-100 ul (dependiendo del tamafio del precipitado) de Solucion C
(hipertonica) fria, cuya composicion se detalla en la Tabla VII.

Tabla VII. Solucién C (hiperténica)

HEPES pH=7,9 20 mM
Glicerol 25% viv
NaCl 420 mM
MgCl2 1,5 mM
EDTA 0,2 mM
DTT* 0,5 mM
PMSF* 0,2 mM
Aprotinina*® 2,5 ug/ml
Leupeptina* 2,5 pug/ml
NasVO,* 0,1 mM

*Adicion extemporanea

La lisis nuclear se realizaba durante 20 minutos con los tubos en agitacion
moderada y constante a 4°C. Tras la lisis, los tubos se centrifugaron 2 minutos a
13.000 rpm, 4°C. El sobrenadante (que contiene las proteinas nucleares) se recogia y
guardaba a -80°C, separando previamente alicuotas para valorar la concentracion de
proteinas en el extracto.

5.2 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se emple6 el método de Bradford [Bradford,
1976]. Para cada determinacién, se preparaba una recta patrén con concentraciones
entre 1 y 10 yg/ml de albumina sérica bovina (BSA, Sigma) Las muestras a valorar se
preparaban por duplicado con 2 ul de extracto proteico, agua destilada hasta 800 ul y
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200 pl de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Tras 5 minutos a temperatura ambiente se
cuantifico la absorbancia a 595 nm (Powerwave XS, Biotek)

5.3. Inmunoprecipitacion de proteinas

Tras los diferentes tratamientos, las células se lavaron 2 veces con PBS frio y
se lisaron con tampén RIPA modificado (Tabla V) en el caso de inmunoprecipitaciones
para Met o tampdn IP (Tabla VIII) en el caso de otras proteinas, siguiendo para el
proceso de extraccion proteica el esquema que se explica en el apartado 5.1
(extractos de proteinas totales).

Tabla VIII. Tamp6n IP.

Tris-HCIl pH 7,5 | 50 mM
NaCl 150 mM
NP40 1%
EGTA 5 mM
EDTA 5 mM
PMSF* 1 mM
Leupeptina*® 5 pg/mi
Na3VvO4* 0,1 mM
DTT* 0,5 mM
NaF* 0,5 mM
Aprotinina*® 1%

*Adicion extemporanea

Del extracto proteico se tomaron 1000 ug de proteina y se diluyeron en tampodn
de lisis hasta una concentracion final de 1 pg/ul, ahadiendo anticuerpo primario en una
proporcion 7 pg de anticuerpo por cada mg de proteina. Esta mezcla se incubd
durante toda la noche a 4°C, en agitacion suave. Posteriormente, se incubaron las
muestras a 4°C durante 2-4 horas con esferas de agarosa unidas a proteina A (Roche)
en el caso de inmunoprecipitaciones para Met o unidas a inmunoglobulina G anti-ratén
(anti-mouse IgG whole molecule-agarose, Sigma) en el caso de otras proteinas,
previamente lavadas 2 veces y resuspendidas en tampdn de lisis.

Tabla IX. Anticuerpos usados para inmunoprecipitacion

ANTICUERPO PRIMARIO FASE SOLIDA

p-Tyr Millipore 05-321 (clon 4G10) | IgG (molécula completa) anti-ratén-Agarosa (Sigma)

EGFR Cell signaling 2232 IgG (molécula completa) anti-ratén-Agarosa (Sigma)

Met Santa Cruz SC-162 Proteina A- Agarosa (Roche)

A continuacién, se realizaron 3-4 lavados con tampon de lisis y los precipitados
se resuspendieron en tampén de carga Laemmli (Tris 80 mM pH 6,8; SDS 2%; glicerol
10%; DTT 10 mM y azul de bromofenol 0,002% p/v), calentando a continuaciéon las
muestras a 95°C durante 5-10 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 30
segundos a 13.000 rpm para sedimentar las bolitas y se cargaron (teniendo cuidado
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de no cargar las bolitas) en un gel de poliacrilamida para llevar a cabo una separacion
de proteinas mediante electroforesis. En paralelo se llevaba siempre un control
denominado mock IP en el que el extracto proteico es sustituido por tampén de lisis.
También se llevaba siempre un control negativo con 1 mg. de proteina, pero sin
anticuerpo primario.

5.4. Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas por peso molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Las muestras proteicas se preparaban en tampén de carga Laemli (ver
apartado 5.3.) y se desnaturalizaban por calentamiento, a 95°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se sometian a electroforesis en geles de poliacrilamida segun el
método descrito por Sambrock y colaboradores (1989) en presencia de un tampén de
electroforesis (Tris 25 mM; SDS 0,1%; glicina 0,2 M; a pH 8.3) a un voltaje constante.

5.5. Transferencia de proteinas

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas cargadas negativamente
(debido a la presencia de SDS en el tampon de carga y en el tampon de electroforesis)
se transferian a una membrana de PVDF mediante el paso de corriente eléctrica,
utilizando uno de los dos métodos siguientes:

= Para la transferencia de proteinas de masa molecular de hasta 90 KDa, se utilizo un
equipo de transferencia semi-seco, usando como tampaon de transferencia Tris-HCI
48 mM; SDS 0,04%; glicina 39 mM; metanol 20%, a pH 8,3; a 10-15V.

= Para la transferencia de proteinas de masa molecular superior a 90 KDa, se utilizé
un equipo de transferencia en humedo, usando como tampon de transferencia Tris-
glicina, cuya composicion es: Tris-HCI 66 mM, glicina 386 mM, SDS 0,1%; a 100V.

En ambos casos, el tiempo de transferencia dependia de distintos factores
relativos al gel, como su grosor, su tamano y el porcentaje de poliacrilamida.

En todos los casos se cargaba un pocillo con un marcador de pesos
moleculares (SeeBlue Plus2, Invitrogen), para ayudar a la posterior identificacion de la
proteina de interés.

5.6. Inmunodeteccion de las proteinas mediante Western blot

Las membranas con las proteinas transferidas se incubaron en una solucién de
bloqueo, TTBS (Tris/HCI 10 mM; NaCl 150 mM; Tween-20 0,05%; a pH 7,5)
suplementado con 5% de leche desnatada en polvo. Posteriormente, se incubaron a
4°C durante toda la noche con el anticuerpo primario diluido en TTBS suplementado
con leche desnatada en polvo o BSA, segun las especificaciones del anticuerpo
primario a utilizar. Transcurrida esta incubacién, las membranas se lavaron en TTBS
con el fin de eliminar el anticuerpo no unido a proteina y se incubaron con el
anticuerpo secundario apropiado acoplado a la enzima peroxidasa disuelto en TTBS-
0,5% leche desnatada en polvo, durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana era de nuevo lavada en TTBS y la inmunodeteccion se
hacia desarrollando una reaccién de quimioluminiscencia con un kit comercializado por
Amersham (ECL).

Las membranas podian ser borradas con objeto de ser rehibridadas con otros
anticuerpos. Para ello se incubaban durante 15 minutos a temperatura ambiente en
solucion de borrado (Restore Plus, Thermo Scientific) y se lavaban abundantemente
en TTBS.
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En la Tabla X se detallan los anticuerpos primarios utilizados para la
inmunodeteccion de proteinas mediante Western Blot.

Tabla X. Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot

A RIMARIG CASA COMERCIAL piLucion  SNTICHERFD
B-actina Sigma A5441 (clon AC-15) 1: 5000 Raton
p-AKT Cell signaling 9271 (Ser 473) 1: 500 Conejo
AKT Cell signaling 9272 1: 500 Conejo
Bcl-x BD Biosciences 610211 1:1000 Conejo
Bim BD Biosciences 559685 1:1000 Conejo
Bmf '1M2€EX1ISO )biochemicals ALX-804-342. (clon 1500 Rata
Catalasa Sigma C0979 (clon CAT-505) 1:2000 Raton
Citocromo ¢ BD pharmingen 556433 (clon 7H8.2C12) 1:500 Raton
p-EGFR Cell signaling 2236 (Tyr 1068)(1H12) 1:500 Ratoén
EGFR Cell signaling 2232 1:1000 Conejo
p-ERK1/2 Cell signaling 9101 (Thr 202/Tyr 204) 1:1000 Conejo
ERK1/2 Cell signaling 9102 1:1000 Conejo
GAPDH Cell signalling 2118 (14C10) 1:1000 Conejo
y-GCS Abcam 40929 1:500 Conejo
p-JNKs Santa Cruz SC-6254 (clon G7) 1:100 Ratén
JNKs Cell Signaling 9252 1:1000 Conejo
Met Santa Cruz SC-162 1:500 Conejo
p-p38 Cell Signaling 9211 (Thr180/Tyr1829) 1:1000 Conejo
p38 Santa cruz SC-535 1:100 Conejo
p-Smad2 Cell signaling 3101 (Ser 465/467) 1: 1000 Conejo
SOD2 Millipore (06-984) 1:1000 Conejo
p-STAT3 Cell signalling 9134 1:1000 Conejo
STAT3 Cell signaling 9132 1:1000 Conejo
p-Tyr Millipore 05-321 (clon 4G10) 1:2000 Ratoén
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6. Analisis de la expresion de proteinas mediante citometria de
flujo.

Las células se despegaron de las placas de cultivo mediante tripsinizacién y se
centrifugaron a 1.300 rpm durante 5 minutos a 4°C. A continuacion se fijaron
resuspendiendo en PBS-4% paraformaldehido (PFA) por espacio de 5 minutos a
temperatura ambiente, procurando que la densidad celular fuera aproximadamente
5x10° células/ml. De esta suspension celular se tomaron 100 pl (0,5x10° células), que
se lavaron con PBS y se permeabilizaron con 500 ul de metanol frio al 90% durante 2
minutos. A continuacién se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS y se incubaron las
células con el anticuerpo primario (anti-nestina Millipore MAB353, clon rat-401) diluido
1:50 en PBS suplementado con 0,1% BSA durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El exceso de anticuerpo primario se lavé con 1 ml de PBS-0,1% BSA y se
incubaron las células con anticuerpo secundario (Alexa fluor 488 goat anti-mouse,
Molecular probes) diluido 1:500 en PBS-0,1% BSA, durante 30 minutos a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Finalmente, tras dos lavados con 1 ml de PBS-0,1%
BSA, se resuspendié el precipitado celular en 300 uyl de PBS-0.1% BSA y se
analizaron 10.000 células por condicidon en un citdmetro de flujo FACScan (Beckton
Dickinson) del Servicio de Citometria de la Universidad Complutense de Madrid.

7. Deteccion de proteinas mediante microscopia confocal.

7.1. Inmunocitoquimica.

Para realizar el analisis de la expresion de proteinas mediante microscopia
confocal, las células se cultivaron en cubreobjetos de vidrio en medio DMEM compileto.
Tras los tratamientos las células se lavaron en PBS y se procedio a su fijacion y
tincion. Las condiciones de fijacion y tincién fueron optimizadas para cada anticuerpo
primario y se detallan a continuacion:

Deteccion de A6, vimentina y N-cadherina

Las células se fijaron en PBS- 4% PFA durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron 3 veces (5 minutos cada lavado) con PBS.

A continuacion se procedio al bloqueo con una solucién de PBS- 5%BSA-0,3%
Triton X-100 durante una hora a temperatura ambiente. Las células se incubaron con
el anticuerpo primario diluido 1:100 (A6 y N-cadherina) o 1:200 (Vimentina) en PBS-
0,1% BSA, durante toda la noche a 4°C.

Transcurrida la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados
con PBS-0,05% Tween20 y se procedio a la incubacion con el anticuerpo secundario
que se indica en la tabla Xl, diluido 1.500 en PBS-0,1% BSA, durante una hora a
temperatura ambiente.

Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS-0,05% Tween 20, se cubrieron
con una solucion de DAPI durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad y
se lavaron 3 veces en agua destilada. Finalmente se dejaron secar al aire en
oscuridad y se procedid a su montaje sobre portaobjetos con medio de montaje
comercial (Vectashield, Vector Laboratories).

Deteccion de actina mediante Faloidina

Las células se fijaron con PBS-3% PFA durante 20 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con PBS-0,1% Triton
X100 durante 5 minutos, realizando posteriormente 3 lavados con PBS.

64



Material y Métodos

A continuacion se procedié al bloqueo en PBS-0,1% BSA durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

El anticuerpo primario utilizado en este caso (Alexa fluor-594 phalloidin,
Molecular Probes A12381) estaba acoplado directamente al fluorocromo, con lo que
no se necesitaba anticuerpo secundario, y se diluyd 1:40 en solucion de DAPI, con lo
que se teiian simultdneamente los nucleos. La incubacién con esta mezcla se realizo
durante 20 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad.

Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS, un lavado final con agua destilada
y se procedio al secado y montaje de los cubreobjetos.

Deteccidén de citoqueratina 18 y 19 usando los anticuerpos TROMA | y TROMA Il

Las células se fijaron en etanol al 95% conservado a -20°C, durante 10 minutos
a 4°C y se dejaron secar al aire. A continuacién se lavaron 2 veces en TBS y se
procedié al bloqueo con TBS-0,3% Triton X100-5% suero de cabra.

El anticuerpo primario se diluyé en solucién de bloqueo y se incubaron las
muestras en esta solucién durante toda la noche a 4°C.Posteriormente, se realizaron 3
lavados con TBS y se incubaron con el anticuerpo secundario en PBS-0,1% BSA
durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad.

El anticuerpo secundario se lavé 3 veces con TBS. Finalmente se cubrieron las
muestras con una solucion de DAPI durante 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad, se lavaron 3 veces en agua destilada y, tras dejarlas secar al aire, se
procedié a su montaje.

Las células se visualizaron en el microscopio confocal Zeiss BioRad MRC
1024 LSM., del LEC (Laboratory of Experimental Carcinogenesis)-NIH (National
Intitutes of Health), EE.UU.

7.2. Inmunohistoquimica

Los higados se fijaron in vivo perfundiéndolos con 40 ml de PBS-4% PFA. Tras
la perfusion, los érganos se lavaron con PBS, se cortaron en ldminas y se introdujeron
en PBS-4%PFA, durante 2 horas a 4°C, en agitacion. Transcurrido este tiempo, se
reemplazé la solucién de PFA por una solucion de sacarosa al 30% en agua, dejando
los 6rganos en esta solucién toda la noche a 4°C, con agitacién suave. Al dia
siguiente, y tras secar el exceso de humedad sobre papel de filtro, las laminas de
higado se congelaron inmersas en medio de congelacion OTC, sobre hielo seco y se
guardaron a -80°C para completar el proceso de congelacién. Con las muestras
congeladas se realizaron secciones en un criomicrotomo, que se depositaron en
portaobjetos cubiertos con silano y se dejaron secar a temperatura ambiente durante
30 minutos, protegiéndolas de la luz. Las secciones se lavaron 2 veces con PBS para
eliminar el medio de congelacién e hidratar la muestra. Posteriormente, se incubaron
primero en la solucién de bloqueo (PBS al 5% BSA y 0,3% Triton X-100) durante una
hora a temperatura ambiente, y a continuacion con los anticuerpos primarios A6 y anti-
GFP diluidos 1:100 en PBS-0,1%BSA toda la noche a 4°C. Tras realizar 3 lavados de
5 minutos con una solucidon de PBS-0.05% Tween 20, se cubrieron las secciones con
los anticuerpos secundarios diluidos 1:500 en PBS-0,1% BSA durante 1-2 horas a
temperatura ambiente, en oscuridad. Se lavaron las secciones 4 veces con PBS-
0.05% Tween 20 y posteriormente se cubrieron con una solucién de DAPI en PBS-
0,5% Triton X-100, durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente se realizaron 3 lavados de 3 minutos con agua destilada y se
deshidrataron las muestras sumergiéndolas en soluciones de etanol con concentracién
creciente (50%, 70%, 95% y 100%) y por ultimo se sumergieron 3 veces en el reactivo
clarificador Histo-clear (National Diagnostics). Tras dejar secar las muestras al aire, se
montaron y se guardaron a 4°C.
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Los cortes histolégicos se visualizaron en el microscopio confocal Zeiss
BioRad MRC 1024 LSM. del LEC (Laboratory of Experimental Carcinogenesis)-NIH
(National Intitutes of Health), EE.UU.

Tabla XI. Anticuerpos utilizados para inmunocitoquimica e inmunohistoquimica

ANTICUERPO ANTICUERPO
PRIMARIO SECUNDARIO
No comercial :
Cortesia de la Dra. Factor Alexa Fluor 594 goat anti-rat
A6 : (Molecular Probes)
1:100 1-500
Alexa Fluor 594 - phalloidin
Elacting (Molecular Probes A12381)
1:40
Abcam ab18203 Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit
N-cadherina 1:100 (Molecular Probes)
1:500
TROMA | Hybridoma Bank | Alexa Fluor 488 goat anti-rat
Citoqueratina18 | 1:10 (Molecular Probes)
1:500
TROMA 1l Hybridoma Bank | Alexa Fluor 488 goat anti-rat
Citoqueratina19 | 1:500 (Molecular Probes)
1:500
Chemicon AB3080 Alexa 488 goat anti-rabbit
GFP 1:100 (Molecular Probes)
1.500
. Alexa fluor 488 goat anti-mouse
Vimentina Mol ElonSieste) 12200 (Molecular Probes) 1:500

8. Ensayos de actividad transcripcional

Las células se transfectaron con dos tipos de construcciones del kit comercial
Cignal SMAD reporter assay kit, SABiosciences. Una de ellas es una construccion de
luciferasa de expresion inducible por Smads que lleva el gen reportero bajo el control
de un promotor minimo de CMV (citomegalovirus) y repeticiones en tandem de SBE
(Smad Binding Element). La otra construccion que utiliza como gen reportero renila es
de expresion constitutiva y actia como un control interno para normalizar las
eficiencias de transfeccion y monitorizar la viabilidad celular. Ambas construcciones
estan pre-mezcladas en una proporcion luciferasa:renilla (40:1),

Para este analisis se sembraron las células en placas de 96 pocillos a una
confluencia de aproximadamente el 80%, idonea para una transfeccion eficiente. La
transfeccion se llevo a cabo en DMEM 10% FBS en ausencia de otros aditivos. El DNA
a transfectar se diluyé en DMEM sin suplementar a una concentracion de 0,02 ug/ul y
se le anadio el reactivo de transfeccion FUGENE HD (Roche) atemperado a 25°C, en
una proporcion 3 yl FUGENE:1 ug DNA. Tras una breve agitacién, la mezcla se incub6
15 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacién de los complejos de
transfeccion FUGENE-DNA y se anadieron 5 ul (0,1 ug de DNA) de la mezcla a cada
pocillo. Tras 16 horas se elimind el medio, sustituyéndolo por medio sin suero y 12-16
horas mas tarde, las células se trataron con TGF-B durante 8 horas adicionales. Para
medir la actividad luciferasa en los extractos de células previamente transfectadas y
estimuladas con TGF-B, se emple6 el sistema “Dual-Luciferase Reporter Assay
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System*“ (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Con este sistema se
mide en cada muestra la luminiscencia proporcionada por cada una de las proteinas
(luciferasa y renilla) de manera secuencial. Para la lectura de la luminiscencia se
empleé un luminédmetro Fluostar Omega. Para cada condicion, los datos de
luminiscencia de la luciferasa se corrigieron con los datos de luminiscencia de la renilla
y se expresaron como ratio respecto a un control sin tratar.

9. Analisis de proliferacion celular mediante incorporacion de
timidina tritiada

La sintesis de ADN fue determinada mediante la incorporacién de (*H)-Timidina
en las ultimas 40 horas de cultivo siguiendo el método descrito por Dicker y Rozengurt
en 1980, modificado por de Juan y colaboradores (1992b). Una vez tratadas las
células y tras esperar entre 6 y 8 horas para que se estabilizaran, se afadié a los
platos de cultivo una mezcla de timidina radiactiva (0,5 pCi/ml 3H-timidina, GE
Healthcare) y timidina fria 1 uM (Sigma), diluidas en DMEM sin suplementar.
Finalizado el periodo de incubacion (48 horas para los factores de crecimiento y unas
40 horas para la mezcla de timidinas), se retird el medio radiactivo y se lavaron las
placas con PBS frio. A continuacion, se cubrieron las células con una solucién de
acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) durante 20 minutos a 4°C, para precipitar
proteinas y acidos nucleicos. Seguidamente se retird el TCA y se lavaron las placas
dos veces con etanol al 70% (v/v), dejandolas secar completamente. Por ultimo, el
material precipitado se recogié mediante incubacion con 100 ul por pocillo de una
solucion de composicion 0,1N NaOH, 2% Na,CO; y SDS 0,5% a 37°C durante 20
minutos en agitacion. Estos 100 pl se recogian y se diluian en 2 ml de liquido de
centelleo (Perkin Elmer). Los resultados se expresan como cuentas por minuto (cpm)
por pocillo.

10. Analisis de la muerte por apoptosis

10. 1. Cuantificacién de la actividad caspasa-3

Tras los diferentes tratamientos, las células eran lisadas en un tampon de lisis
cuya composicion se detalla en la Tabla XlI, a 4°C durante 10 minutos.

Tabla XIL.Tampon de lisis caspasas

Tris HCI, pH=8 5mM
EDTA 20 mM
Triton X-100 0,5%

Posteriormente, y tras valorar la concentracion en proteina de los lisados
mediante el método de Bradford (apartado 5.2) 20 ug de proteina se incubaban en
presencia del sustrato sintético de caspasa-3 Ac-DEVD-AMC (BD Pharmingen) a una
concentracién 20 uM, en un tampdn de reaccién cuya composicion se especifica en la
Tabla XIll durante 2 horas a 37°C en oscuridad. La protedlisis del sustrato sintético
por la caspasa 3 activa presente en los lisados libera el compuesto fluorogénico AMC,
cuya fluorescencia se midié en un fluorimetro (Perkin Elmer LS-50), utilizando una A
de excitacion= 380 nm y A emision= 440 nm.
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Tabla XIII. Tampo6n ensayo caspasas

HEPES pH=7,5 20 mM
Glicerol 10%
DTT* 2 mM

*Adicion extemporanea

Una unidad de actividad caspasa-3 se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir un incremento de 1 unidad arbitraria de fluorescencia en dos
horas. Los resultados se expresan como unidades de actividad caspasa 3 por
microgramo de proteina.

10.2. Contaje de nucleos apoptéticos tras tincion con yoduro de propidio

Tras los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS frio y se fijaron
con una mezcla de metanol:acético en proporcion 3:1 a -20°C, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras la fijacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con una solucion de yoduro de propidio (IP), 5 pg/ml, 0,1% de tritén X-100,
EDTA 0,1 My 25 U/ml de RNAsa (Sigma), en PBS, durante 30 minutos a 37°C. A
continuacion se lavaron de nuevo las células con PBS y sobre el fondo de la placa de
cultivo se monté un cubreobjetos, utilizando Mowiol como medio de montaje. Los
nucleos apoptéticos se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Eclipse TE300
(Nikon). De cada condicion se contaron al menos 1000 nucleos y durante el contaje se
desconocia la condicion que se estaba analizando (contaje ciego).

10.3. Determinacion del porcentaje de células apoptéticas mediante
citometria de flujo.

Para estos experimentos se utilizé un kit comercial Anexina V-FITC/yoduro de
propidio (BD Pharmingen). Las células se despegaron de la placa de cultivo mediante
tripsinizacion y se centrifugaron a 1.300 rpm, 4 °C, 5 minutos. Posteriormente se
lavaron 2 veces con PBS frio y se resuspendieron en tampén de uniéon 1x (0.01 M
Hepes/NaOH pH 7,4, 0,14 M NaCl, 2,5 mM CacCl), ajustando la densidad celular a
5x10° células/ml. De esta suspension celular se tomaron 10° células (195 ul) que se
incubaron con 5 pl de solucidon AnexinaV-FITC del kit durante 10 minutos a
temperatura ambiente, en oscuridad. Como consecuencia del proceso de apoptosis, la
fosfatidilserina se trasloca desde el lado citoplasmatico de la membrana hacia el lado
extracelular y puede ser unida por la AnexinaV conjugada con el fluorocromo FITC
(que emite a 515-530 nm)

Tras esta incubacion, las células se centrifugaron y se llevaron a un volumen
final de 300 ul con tampon de unién 1x. Finalmente, se afiadia yoduro de propidio (IP)
a una concentracion final de 1 pg/ml, con el fin de poder distinguir las células vivas de
las muertas (permeables al yoduro de propidio o IP positivas) y descartar estas ultimas
para el analisis.

De cada condicién se analizaron 10.000 células mediante citometria de flujo en
un citdmetro FACScan (Beckton Dickinson) del Servicio de Citometria de la
Universidad Complutense de Madrid. Los resultados se expresan como porcentaje de
células apoptéticas (positivas para anexina y negativas para IP) frente al total de
células vivas (negativas para IP).
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11. Cuantificacion de la produccion de radicales libres de
oxigeno.

Para la determinacion de los radicales libres de oxigeno (ROS) se utilizd
DCFH,-DA (2’-7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina, Molecular Probes). Este
compuesto se incorpora en las células, donde se convierte en 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH.) por la accion de esterasas intracelulares. A su vez,
el DCFH, al ser oxidado por el peroxido de hidrogeno se convierte en 2°,7-
diclorofluoresceina (DCF), siendo este ultimo compuesto fluorescente.

Las células se despegaron de la placa de cultivo mediante tripsinizacion, se
centrifugaron a 1.300 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en PBS atemperado
a 37°C a una concentracién de 1x10° células/ml. De esta suspensién se tomaron 500
ul (5x10° células), que se incubaron a 37°C durante 30 minutos con 5 uM DCFH,-DA.
Finalizado el tiempo de incubacion con la sonda, se afnadidé IP a una concentracion
final de 1 pyg/ml y se analizaron 10.000 células por condicién mediante citometria de
flujo en un citdbmetro FACScan (Beckton Dickinson) del Servicio de Citometria de la
Universidad Complutense de Madrid. Como se ha mencionado anteriormente
(apartado 9.3.), el IP se anadié para posibilitar la exclusién de las células muertas de
la poblacion celular a analizar.

12. Determinacidén del potencial de membrana mitocondrial.

Para la determinacion de potencial de membrana de la mitocondria se usé un
compuesto  denominado  JC1 (yoduro de 5,5,6,6-tetracloro 1,1°,3,3"-
tetraetilbenzinidazolilcarbocianina), que es una sonda lipofilica cargada positivamente
que se acumula en el interior de la mitocondria en funcién del potencial. A bajas
concentraciones, este compuesto esta en forma de mondémero y emite fluorescencia
verde (515-530 nm) mientras que a altas concentraciones, cuando se acumula en la
matriz mitocondrial, se forman agregados que emiten fluorescencia roja (585-590 nm).
El ratio entre la fluorescencia roja (FL2) y la fluorescencia verde (FL1) refleja los
cambios en el potencial de membrana mitocondrial.

Las células se despegaron de la placa de cultivo mediante tripsinizacién y se
centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 minutos, tras lo cual se resuspendieron en 500 ul
de DMEM (Gibco) sin suero, en presencia de JC1 (2 uM) y se incubaron durante 1
hora a 37°C. A continuacion las muestras se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5
minutos, se retird el medio y se afadieron 500 ul de medio sin suero. De cada
condicion se analizaron 10.000 células mediante citometria de flujo en un citdmetro
FACScan (Beckton Dickinson) del Servicio de Citometria de la Universidad
Complutense de Madrid, utilizando como control positivo células tratadas con un
desacoplante mitocondrial, FCCP 2 yM.

13. Determinacion del contenido intracelular de glutation

El contenido total de glutation intracelular (GSH y GSSG) se midié siguiendo el
método de Griffith (1980) modificado, basado en una reaccién continua de oxido-
reduccion del glutation intracelular en presencia del acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB), NADPH vy glutation reductasa, monitorizando el cambio de absorbancia a 412
nm (Esquema 1).
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Esquema 1.
GSH
GLUTATION REDUCIDO
NADPH DTNB OXIDADO
GLUTATION
REDUCTASA
NADP DTNB REDUCIDO.
Lectura 412 nm.
GSSG
GLUTATION OXIDADO

Tras los tratamientos, se recogian las células por raspado y se lisaban con
triton X-100 al 0,2%. Tras tomar una alicuota para valorar la cantidad de proteina, se
afnadia a las muestras acido sulfosalicilico al 50% (p/v) (concentracion final 2,5%).
Finalmente, se centrifugaba durante 10 minutos a 12000 rpm y se guardaba el
sobrenadante donde se encuentra el glutation.

Para realizar el ensayo enzimatico, se preparaban dos cubetas con tampdn
fosfato 0,05 M; EDTA 1 mM a pH 7,5, a las que se anadia por separado DTNB 0,1 mM
y NADPH 0,15 mM. A continuacion, se afadia en una de las cubetas 20-50 pl de
muestra, y tras ajustar el cero con la otra cubeta, se iniciaba la reaccion afiadiendo 0,6
unidades de enzima glutation reductasa y se monitorizaba la absorbancia a 412 nm
durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo, en la misma cubeta problema, se afiadia
una cantidad conocida de glutation reducido (0,5 nmoles), que actuaba como patrén
interno, y se realizaba de nuevo la medida durante 2 minutos. Asi, conocido el
incremento de absorbancia que se producia debido al patrén interno, y el incremento
que se producia debido sélo a la muestra, se podia calcular la cantidad de glutation
existente en la muestra. Finalmente, se corregian los resultados por la cantidad de
proteina de los extractos iniciales, y se expresaban como porcentaje con respecto al
control.

14. Estudio estadistico

Las representaciones graficas de los resultados se han elaborado utilizando el
valor medio + error estandar de la media (S.E.M). La significatividad se ha
determinado mediante el test “t de Student”. En las graficas se indica la significatividad
estadistica de la siguiente manera: ***: p< 0,001; **: p< 0,01y *: p<0,05.
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1. Relevancia de la via de senalizacion de EGF-EGFR en la
biologia de las células ovales

1.1. EI EGF como mitégeno para las células ovales.

Resultados previos de nuestro grupo habian puesto de manifiesto que el HGF
actiua como mitégeno en células ovales, y que la senalizacion autocrina de HGF/Met
en estas células es critica para la proteccion frente a la apoptosis inducida por falta de
suero y por TGF-B [del Castillo et al., 2008a]. Para profundizar en el conocimiento de
las sefiales que regulan la proliferacion y supervivencia de células ovales, a
continuacion decidimos centrar nuestra atencion en otro factor de crecimiento, el EGF,
ya que los ligandos del EGFR son conocidos inductores de proliferacion y
supervivencia en hepatocitos [Michalopoulos, 2007; revisado por Sanchez y Fabregat,
2010] y, ademas, experimentos in vivo sugieren funciones similares para los ligandos
del EGFR en las células progenitoras hepaticas [Evarts et al.,1993, Nagy et al., 1996].
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Figura 1. Efecto del EGF y el HGF sobre la proliferacion de células ovales. Las células ovales se
deprivaron de suero durante 2 horas y posteriormente se trataron durante 48 horas con EGF o HGF a las
concentraciones indicadas. La sintesis de DNA se determind mediante la incorporacién de *H-timidina. Los
datos mostrados representan la media = SEM de tres experimentos independientes, realizados por duplicado.
***P<0,001, **P<0,01.

En primer lugar, quisimos investigar los efectos mitogénicos del EGF exdgeno
sobre las células ovales. La proliferacién se midié mediante la incorporacién de °H-
timidina al DNA durante la fase S del ciclo celular, en células Met™™ tratadas durante
48h con concentraciones crecientes de EGF, entre 1 y 40 ng/ml. En la Fig. 1 se
observa que el tratamiento con EGF induce proliferacion en células ovales. El efecto
del EGF sobre la sintesis de DNA es dependiente de la dosis, alcanzandose valores
de aproximadamente 3 veces sobre el control a concentraciones de EGF de 40 ng/ml.
Aunque se observan pequefias diferencias entre células Met™™ y Met” en la
proliferacion inducida por EGF, estas no son estadisticamente significativas. Ambas
lineas celulares proliferan en la misma medida en respuesta al EGF. A efectos
comparativos se determind también, con el mismo esquema experimental que para el
EGF, la proliferacion de células ovales en respuesta a distintas concentraciones de
HGF (Fig. 1). En el caso del HGF, incluso a la mayor concentracidon ensayada, la
incorporacion de *H-timidina no supera las 2 veces sobre el control sin tratar.
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Por tanto, nuestros resultados muestran que tanto el EGF como el HGF son
importantes mitégenos para las células ovales, al igual que para otras células
hepaticas. Sin embargo, ambos factores de crecimiento no son equivalentes en cuanto
a sus efectos proliferativos en células ovales, siendo el EGF un mitégeno
significativamente mas potente que el HGF.

Con el fin de identificar las vias de sefalizacion que median los efectos
mitogénicos del EGF, se realizaron ensayos de incorporacion de timidina tritiada en
células Met™™ y Met” estimuladas durante 48 horas con EGF, tanto en presencia
como en ausencia de inhibidores quimicos especificos para PI3K (LY294002), Akt
(Inhibidor IV), ERK1/2 (PD98059) y p38 (SB203580). Los resultados (Fig. 2) indican
que tanto en células ovales Met™™ como Met™, la tasa de proliferacion en respuesta al
EGF se ve disminuida en presencia del inhibidor de PI3K y en presencia del inhibidor
de Akt, en este caso de manera estadisticamente significativa. En cambio, la inhibicion
de ERK1/2 y p38 no produjo disminucion de la incorporacién de timidina tritiada
respecto a los valores alcanzados en ausencia de inhibidor. Estos resultados indican la
relevancia de la via PI3K-Akt en la proliferacion inducida por EGF en células ovales.
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Figura 2. Efecto de la inhibicion de PI3K, Akt, ERK1/2 y p38 en la proliferaciéon inducida por EGF en
células ovales. La sintesis de DNA se determiné mediante la incorporacion de *H-timidina. Las células ovales
se pre-trataron durante 30 minutos con el inhibidor de PI3K LY294002 7,5 uM (A), Inhibidor de Akt IV 2,5
UM (B), inhibidor de ERK1/2 MAPKs PD98059 20 uM (C) , inhibidor de p38 SB203580 10 uM (D) y
posteriormente se trataron con EGF 40 ng/ml durante 48 horas. Los datos mostrados representan la media +
SEM de tres experimentos independientes, realizados por duplicado. ** P<0,01

1.2. Existencia de una regulacién autocrina del EGFR y su importancia
para la proliferaciéon y supervivencia de células ovales.

Dado que resultados previos de nuestro grupo habian demostrado la existencia
de una senalizacion autocrina de HGF y su importancia para la supervivencia de
células ovales [del Castillo et al., 2008a], quisimos comprobar si también existia una
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activacion autocrina del EGFR y si ésta podria contribuir de alguna manera a la
proliferacion basal de estas células y a la proteccidon frente a estimulos pro-
apoptoticos. Para resolver estas cuestiones, se investigé en primer lugar la expresion
de ligandos del EGFR en células ovales mediante RT-PCR semicuantitativa. Para ello,
las células se cultivaron en medio suplementado con 10% de suero (medio completo) y
en medio libre de suero durante 24 horas. Como se observa en la Fig. 3A, se
detectaron transcritos de HB-EGF y TGF-a tanto en células Met™™ como en células
Met”, en ausencia y en presencia de suero, demostrando una expresién constitutiva
de estos ligandos del EGFR en células ovales murinas. Los resultados mostrados en
la Fig. 1 y resultados previos de nuestro grupo [del Castillo et al., 2008a], prueban que
las células ovales expresan EGFR, dado que responden al EGF exdgeno aumentando
su proliferacién. Por tanto, basandonos en las evidencias de una expresion simultanea
de ligandos del EGFR y de su receptor, EGFR, hipotetizamos que en las células
ovales podria existir una senalizacion autocrina a través del EGFR. Para probar dicha
hipétesis, analizamos la fosforilacién del EGFR en células ovales Met™™ y Met™, tanto
en condiciones basales (ausencia de suero y de estimulos exdgenos), como en
respuesta a la estimulacion con EGF (Fig. 3B). Los lisados celulares se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-fosfotirosina. Tras realizar un western blot
con anticuerpo anti-EGFR, se detectd en las células ovales tratadas con EGF (20
ng/ml) una banda de una proteina de 170 kDa, correspondiente al EGFR fosforilado en
tirosina. Aunque menos intensa, también se detecté una banda de 170 KDa en células
que habian sido cultivadas en ausencia de suero y de EGF, mostrando asi una
fosforilacion endogena del EGFR en ambas lineas celulares. Estos resultados
constituyen una sodlida evidencia de la existencia de una sehfalizacion autocrina del
EGFR en células ovales murinas.
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Figura 3. Expresion constitutiva de ligandos del EGFR y activacion constitutiva de este receptor en
células ovales Met™™ y Met . (A) La expresion del mRNA de los ligandos del EGFR se analizé mediante
RT-PCR en células ovales cultivadas durante 24 h en ausencia o presencia de 10% FBS. Como gen
normalizador se utiliz6 B-actina. RT-: no retrotranscripcion. Se muestra un experimento representativo de dos
realizados. (B) Las células ovales fueron deprivadas de suero durante 12 h y luego tratadas con EGF (20 ng/ml)
durante 5 minutos. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-fosfotirosina y las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-EGFR. Neg: control negativo (sin anticuerpo primario). SN:
Control positivo, sobrenadantes recogidos tras la inmunoprecipitacion de los lisados. Se muestra un
experimento representativo de dos realizados.
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Para evaluar la relevancia funcional de la senalizacion autocrina mediada por
EGFR en células ovales Met™™ y Met” examinamos a continuacién el efecto de la
inhibicion de la actividad del EGFR mediante el inhibidor especifico AG1478 sobre la
proliferacion y supervivencia de células cultivadas en medio sin suero y sin estimulos
exégenos, y que por tanto no pueden contener mas que factores autocrinos
secretados por ellas mismas. Como se observa en la Fig. 4A, ensayos de proliferacién
mediante la incorporacion de timidina tritiada al DNA muestran que la proliferacion
basal de las células ovales Met™™ y Met” se ve fuertemente inhibida por la presencia
de AG1478, demostrando que la proliferacion basal es dependiente de la actividad
tirosina quinasa del EGFR. Como control positivo de la funcionalidad del AG1478 se
utilizaron células tratadas con EGF en presencia y ausencia de este inhibidor. En
cuanto a la apoptosis, la inhibicion del EGFR indujo en ambas lineas celulares un
aumento moderado, pero significativo, en el indice apoptético, medido mediante el
contaje al microscopio de fluorescencia de nucleos con morfologia apoptoética tras
tincion con ioduro de propidio, tal como se detalla en Materiales y Métodos (Fig. 4B).
Particularmente destacable fue el mayor indice apoptético detectado en las células
Met” comparado con el de las células Met™™, en presencia del inhibidor. En paralelo,
se determind la actividad caspasa-3, mediante un ensayo fluorimétrico, en las mismas
condiciones experimentales (Fig. 4C). En consonancia con los datos anteriores, el
inhibidor del EGFR produjo un incremento de la actividad caspasa en ambas lineas
celulares, siendo el aumento significativamente mayor y mas persistente en las células
Met”. Estos resultados muestran que la sefializacién autocrina mediada por el EGFR
en células ovales promueve proliferacién y supervivencia.

Para estudiar con mas profundidad el efecto anti-apoptético del EGF autocrino
analizamos el efecto de la inhibicién del EGFR en células tratadas con TGF-p (Fig.
4D). Resultados anteriores de nuestro grupo habian demostrado que el TGF-§ induce
apoptosis en células ovales y que los ligandos del EGFR protegen frente a la
apoptosis inducida por TGF-p en otras células hepaticas, en concreto hepatocitos
fetales de rata y células de hepatoma [Fabregat et al., 1996; Sancho et al., 2009]. El
tratamiento con AG1478 aumenta significativamente la apoptosis inducida por TGF-3
tanto en células Met™™ como en células Met™, alcanzandose indices apoptéticos de
35,619,3 y 48,2412 % respectivamente, tras 48 horas de tratamiento. De nuevo, los
indices apoptéticos son mayores en células Met”, aunque las diferencias entre Met™™
y Met” no son estadisticamente significativas. Por tanto, nuestros datos apoyan una
funcién importante del EGFR en la proteccion frente a la apoptosis inducida por TGF-
en células ovales, en concordancia con lo que nuestro grupo ha descrito en otras
células hepaticas.

En resumen, los datos mostrados hasta ahora revelan la existencia de una
sefalizacion autocrina dependiente del EGFR en las células ovales. Esta sefializacion
autocrina es fundamental para promover la proliferacion basal, a la vez que contribuye
a proteger a estas células frente a la apoptosis inducida por la falta de suero y por
tratamiento con TGF-f3.
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Figura 4. Efecto de la inhibicién del EGFR con AG1478 en la proliferacion y apoptosis de células ovales
Met™™ y Met™. (A) Sintesis de DNA determinada mediante incorporacion de "H-Timidina en células ovales
sin tratar o tratadas durante 48 h con EGF (20 ng/ml) y pretratadas o no con AG1478 (5 uM) durante 30
minutos. Se representa la media = SEM de tres experimentos independientes. * P<0,05; *** P<0.001 (B) indice
apoptotico en células ovales tratadas con AG1478 (5 puM) durante los tiempos indicados. Los nucleos
apoptoticos se visualizaron y contaron tras tincion con yoduro de propidio en un microscopio de fluorescencia
mediante contaje ciego. Se contaron un minimo de 1000 nucleos por condicion. Se representa la media + SEM
de 6 experimentos independientes ¥*P<0,05. (C) Cinética de la actividad caspasa-3 en células ovales tratadas
con AG1478 5 uM. Los datos representan la media £ SEM de 6 experimentos independientes * P<0,05 ***
P<0,001 (D) Indice apoptotico en células ovales tratadas con TGF-B (1 ng/ml) con o sin pretratamiento con
AG1478 (5 uM). Los nucleos apoptoticos se visualizaron y contaron como en (B). Se representan la media +
SEM de seis experimentos independientes, con condiciones por duplicado. * P<0,05.

1.3 Analisis de la posible interacciéon cruzada entre Met y EGFR en células
ovales

Existen en la literatura evidencias en aumento de la existencia de una
interaccion cruzada entre los receptores EGFR y Met. Los mecanismos propuestos
para esta interaccion cruzada son complejos y dependen del tipo celular y del contexto
fisioldgico y fisiopatoldgico. Asi, esta interaccion puede ocurrir de manera directa o
indirecta, implica distintos niveles de interaccion y puede tener efectos aditivos o
antagonicos [Lai et al., 2009]. Aunque la interaccién cruzada entre Met y EGFR puede
ser bidireccional, estd mas establecido un papel para el EGFR en la sefalizacion
mediada por Met, especialmente en células hepaticas [Tomiya et al., 2000; Scheving
et al., 2002; Jo et al., 2000]. En base a estos precedentes, decidimos utilizar nuestro
modelo celular carente de actividad tirosina quinasa de Met para investigar si en
células progenitoras hepaticas adultas el EGFR y/o sus ligandos pueden desempenar
un papel en la sefializacion dependiente de Met y viceversa.

Se sabe que en ciertos sistemas celulares el EGFR transactiva Met [Bergstrom
et al., 2000; Jo et al., 2000; Pai et al., 2003] y el HGF puede activar al EGFR [Spix et
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al., 2007]. Sin embargo, como se mencion6 en el apartado de “Antecedentes’,
resultados previos de nuestro grupo habian mostrado que en células ovales murinas el
tratamiento con HGF induce la fosforilacion de Met pero no del EGFR. Por otra parte,
el EGF induce fosforilacion del EGFR pero no de Met. Estos resultados demostraban
que no se produce transactivacion directa de los receptores por una activacion
cruzada EGF-Met o HGF-EGFR. Para determinar si existe una interaccion fisica
directa entre los dos receptores, estimulamos células ovales Met™™ y Met” con EGF
20 ng/ml durante 10 minutos. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con
anticuerpo anti-EGFR, hibridando posteriormente la membrana con anticuerpo anti-
Met. No se detectd ninguna banda (Fig.5), aunque la inmunoprecipitaciéon funcioné
correctamente, como lo demuestra el patron de bandas detectadas al hibridar la
membrana con anticuerpo anti-EGFR. Estos resultados, junto con la falta de activacion
cruzada EGF-Met y HGF-EGFR que se ha mencionado previamente (ver
“‘Antecedentes”), parecen indicar que no existe una transactivacion directa entre
receptores.
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Figura 5. Analisis de la interaccion entre los receptores EGFR y Met. Las células ovales fueron deprivadas
de suero durante 12 h y luego tratadas con EGF 20 ng/ml durante 10 minutos. Los lisados celulares se
inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-EGFR y las membranas se incubaron con anticuerpo anti-Met y anti-
EGFR. Neg: control negativo (sin anticuerpo primario). SN: Control positivo, sobrenadantes recogidos tras la
inmunoprecipitacion de los lisados. Se muestra un experimento representativo de dos realizados.
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A continuacién, analizamos si la expresién de ligandos del EGFR depende de
la actividad tirosina quinasa de Met, ya que se ha descrito que este es uno de los
mecanismos de transactivacion indirecta de los receptores [Reznik et al., 2008]. Los
resultados mostrados en la Fig. 3A parecen revelar una menor expresion del transcrito
de TGF-a en células Met”, tanto en ausencia como en presencia de suero, en
comparacion a las células Met™™ o que sugiere un papel del receptor Met en la
regulacion de la expresion de TGF-a. No obstante, utilizamos dos abordajes
experimentales adicionales para intentar corroborar este dato. Asi, la inhibicion de la
actividad tirosina quinasa de Met en células Met™™ mediante el uso del inhibidor
quimico especifico SU11274 también resultdé en una disminucidon de la expresion de
TGF-a (Fig. 6A). Ademas, el tratamiento de células ovales Met™™ con HGF exdgeno
incrementa los niveles del transcrito de TGF-a (Fig. 6B). Estos tres resultados sugieren
fuertemente que el eje HGF-Met regula la expresion de TGF-a.
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Figura 6. Regulacién de la expresion de TGF-a por el eje HGF/Met. (A) La expresion del mRNA de TGF-
a se analizé mediante RT-PCR en células ovales Met™™ deprivadas de suero y tratadas durante 48 o 72 horas
con el inhibidor de Met SU11274 (2,5 uM). (B) La expresion del mRNA de TGF-a se analiz6 mediante RT-
PCR en células ovales Met™™ deprivadas de suero y tratadas durante 12 o 24 horas con HGF 20 ng/ml. En
(A) y (B) como gen normalizador, se utilizd6 Gapdh. RT-: no retrotranscripcion. Se muestra un experimento
representativo de dos realizados.

1.4. La actividad antiapoptética y pro-supervivencia inducidas por HGF en
células ovales son independientes de la actividad quinasa del EGFR.

Los resultados mostrados hasta el momento descartan la existencia de una
transactivaciéon directa de los receptores, pero sugieren que el eje HGF-Met regula
positivamente la expresién de ligandos del EGFR (TGF-a). En base a estos datos y al
hecho de que tanto EGF como HGF inducen proliferacion y supervivencia en células
ovales, nos preguntamos a continuacion si la expresion de los ligandos del EGF
inducida por HGF-Met media o potencia la sefializacion y/o los efectos anti-apoptéticos
y mitogénicos inducidos por este factor. Si esta hipétesis fuera cierta, esperariamos
que las respuestas al HGF se vieran modificadas cuando se inhibe la actividad del
EGFR.

Para analizar el efecto de la inhibicién quimica del EGFR en la sefalizacion
disparada por HGF, las células Met™™ se trataron durante 30 minutos con AG1478 y
posteriormente con HGF, analizando mediante western blot la fosforilacién de Akt,
ERK1/2 y STAT3 y comparandola con la sefalizacion inducida por HGF en ausencia
de AG1478. Como se observa en la Fig. 7A, la presencia de AG1478 no afect6 a la
activacion por HGF de ninguna de las vias analizadas en células Met™™, pero anulé
completamente la activacion de Akt y ERK1/2 en células estimuladas con EGF (Fig.
7B).
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Figura 7. Comparacion de la sefializacion inducida por HGF en células ovales en ausencia o presencia
del inhibidor de EGFR AG1478. (A) Las células ovales Met™™ se deprivaron de suero y se trataron con
HGF (40 ng/ml) durante distintos tiempos. Cuando se indica, se anadid6 AG1478 (5 uM) 30 minutos antes del
tratamiento. Los lisados celulares se sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes y las
membranas se hibridaron con los anticuerpos indicados. B-actina se utilizo como control de carga. (B) Las
células ovales Met™™ y Met”~ se trataron con EGF (20 ng/ml) durante 10 min, con o sin pre-tratamiento con
AG1478 (5 uM). Los lisados se procesaron como se indica en (A). En (A) y (B) se muestra un experimento
representativo de dos realizados.
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Figura 8. Efecto del silenciamiento de la expresion del EGFR en la seiializacion inducida por HGF en
células ovales Met™™, (A) Las lineas de células ovales Met™™ se  transfectaron con siRNA sin diana (no
Targeting, NT) (control negativo) o con siRNA para EGFR. Posteriormente, se deprivaron de suero y se
trataron con HGF (40 ng/ml) durante 15 min. Los lisados celulares se sometieron a electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y las membranas se hibridaron con los anticuerpos indicados. B-actina se utilizo
como control de carga. (B) Eficiencia del silenciamiento de la expresion de EGFR analizada mediante western
blot. Las lineas celulares Met™™ se transfectaron, cultivaron y procesaron como en (A), pero en este caso el
tratamiento se realizd con EGF 20 ng/ml. durante 15 min. En (A) y (B) se muestra un experimento
representativo de dos realizados.
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Adicionalmente, se silencié la expresién génica del EGFR mediante siRNA,
para soslayar posibles efectos inespecificos de la inhibicion quimica mediante
AG1478. Las células ovales Met™™ se transfectaron con siRNA sin diana y con siRNA
especifico para EGFR y se analizé por western blot el efecto del silenciamiento sobre
la senalizacion inducida por HGF. En la Fig. 8A se puede apreciar que la activacion de
Akt y ERK1/2 en respuesta al HGF no se ve afectada por el silenciamiento de la
expresion de EGFR. La Fig. 8B muestra la eficiencia del silenciamiento del receptor de
EGF, analizada también mediante western blot. Estos resultados indican que los
ligandos del EGFR inducidos por Met no son responsables de la activacion de Akt,
ERK1/2 y STAT3 disparadas por el receptor Met y en general que para la senalizacion
mediada por Met no es necesaria la actividad quinasa del EGFR.

Como hemos visto en la Fig. 1 y como han demostrado resultados previos de
nuestro grupo [del Castillo et al., 2008a], el HGF induce una respuesta mitogénica en
células ovales murinas. La respuesta proliferativa al HGF en presencia de AG1478 se
analizé mediante la incorporacion de timidina tritiada al DNA en células pre-tratadas
con AG1478 durante 30 minutos y posteriormente estimuladas con HGF durante 48
horas. En la Fig. 9A (y comparando con la Fig. 1) se puede apreciar que la tasa de
proliferacion en respuesta al HGF en células ovales Met™™ no disminuye en presencia
de AG1478. Es mas, el hecho de que el AG1478 disminuya la proliferacion basal de
las células ovales (Fig. 4A), hace que el efecto proliferativo del HGF sea incluso mayor
que en ausencia de AG1478. Como control positivo para la especificidad y eficacia del
inhibidor AG1478 se usaron células tratadas con EGF, observandose que el AG1478
anuldé completamente el aumento en la sintesis de DNA mediada por el EGF. Para
corroborar estos datos se utilizé siRNA para silenciar la expresion de EGFR en células
ovales Met™™ y evaluar el efecto proliferativo del HGF en estas condiciones. Como
muestran los resultados mostrados en la Fig. 9B, la tasa de incorporacion de timidina
tritiada en respuesta al HGF es idéntica en células ovales Met™™ transfectadas con
siRNA sin diana y con siRNA para EGFR. Como control de la eficacia del
silenciamiento del EGFR se comprobdé que la respuesta proliferativa del EGF estaba
impedida en presencia del siRNA especifico para EGFR.

A B
5 *% 5
*kk
4,51
G 4 4 m Met fix/fix G 4 1] Met fix/fix

S0 o 30
c 1& I]l]Met p 1&:
o 3 o
[T 0~
S o g 3
23, 83
g E g E
c c
- i

0 . _

AG AG+EGF AG+HGF + - + - + - SINT
- - - + SiEGFR
c EGF HGF

Figura 9. Efecto de la inhibicion y el silenciamiento del EGFR en la proliferacién inducida por el HGF
en células ovales. La sintesis de DNA se determind mediante incorporacion de *H-timidina. (A) Las células
ovales Met™™ y Met” fueron tratadas durante 48h con EGF 20 ng/ml o HGF 40 ng/ml tras un pretratamiento
de 30 minutos con AG1478 5 uM. Los datos representan la media + SEM de dos experimentos independientes
con condiciones por triplicado. (B) Las lineas celulares Met™™ se transfectaron con siRNA sin diana (no
targeting, NT) o con siRNA para EGFR y posteriormente se sembraron de nuevo y se trataron con EGF 20
ng/ml o HGF 40 ng/ml durante 48 h. Los datos representan la media + SEM de dos experimentos
independientes, con condiciones por cuadruplicado. ***P<0,001 **P<0,01.

79



Resultados

Nuestro grupo ha demostrado anteriormente que la adicién de HGF exdgeno
provoca una disminucion de aproximadamente el 50% de la apoptosis inducida por
TGF-p [del Castillo et al., 2008a]. Para comprobar si la inhibicion del EGFR tenia algun
efecto sobre el efecto protector del HGF frente a la apoptosis inducida por TGF-§, se
trataron células ovales Met™™ y Met” con AG1478 durante 30 minutos y
posteriormente se estimularon con TGF-f, s6lo 0 en combinacion con HGF, durante 24
horas. La determinacion del numero de nucleos apoptéticos revelé que la pre-
incubacion con AG1478 no modifica el efecto pro-supervivencia del HGF sobre la
apoptosis inducida por TGF-B (Fig. 10A). Estos resultados fueron también
corroborados mediante ensayos de silenciamiento del EGFR mediante siRNA. Asi, se
procedi® a la determinaciéon del indice apoptético en células ovales Met™™
transfectadas con siRNA para EGFR y tratadas con TGF-§ s6lo o en combinacion con
HGF. En los resultados mostrados en la Fig. 10B se puede observar que en células
ovales Met™™ el HGF disminuye la apoptosis inducida por TGF-B en condiciones en
las que se ha silenciado la expresion del EGFR. Estos resultados indican que el
EGFR no media la proteccion por HGF frente a la apoptosis inducida por TGF-f.

En resumen, los ligandos del EGFR no median las respuestas proliferativas y
pro-supervivencia inducidas por el receptor Met. Nuestros resultados muestran
ademas que la actividad tirosina quinasa del EGFR no es necesaria ni para el efecto
proliferativo ni para el efecto pro-supervivencia frente a la apoptosis inducida por el
TGF-f promovidos por el HGF en células ovales.
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Figura 10. Efecto de la inhibicion y el silenciamiento del EGFR en la proteccién por HGF frente a la
apoptosis inducida por TGF-B. (A) Indice apoptotico en células ovales tratadas con TGF-B 1 ng/ml s6lo o en
combinacion con HGF 40 ng/ml durante 24 h, con o sin pre-tratamiento con AG1478 5 uM. Los nucleos
apoptoticos se contaron y visualizaron como se indica en la figura 5B. Los datos representan la media = SEM
de dos experimentos independientes realizados por triplicado. (B) Indice apoptotico en células Met™™
transfectadas con siRNA sin diana (no targeting, NT) o con siRNA para EGFR. Las células se trataron con
TGF-B 1 ng/ml sélo o en combinaciéon con HGF 40 ng/ml. Los datos representan la media = SEM de dos
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ***P<0,001.

Por otra parte, nuestros resultados previos indicaban que el EGFR induce la
activacion de Akt y ERK1/2 tanto en células Met™™ como en células Met” (ver
Antecedentes). Esto, junto al hecho de que el efecto mitogénico del EGF en células
ovales Met” es indistinguible del producido en células Met™™ (Fig. 1), constituyen
evidencias solidas de que tampoco el EGFR requiere la actividad quinasa de Met para
inducir su cascada de sefalizacion y sus efectos biolégicos. Para confirmar estas
evidencias, quisimos también estudiar la actividad antiapoptdética del EGF frente a
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TGF-B en las lineas celulares Met™™ y Met”. En la Fig. 11 se observa que el
tratamiento de las células ovales Met™™ y Met” con EGF anula completamente la
apoptosis inducida por TGF- en ambas lineas celulares, corroborando la idea de que
la actividad tirosina quinasa de Met es completamente dispensable para el efecto de
supervivencia del EGF frente a la apoptosis inducida por TGF-B. Por tanto, nuestros
resultados muestran que la actividad tirosina quinasa de Met no es necesaria para la
proliferacion y supervivencia inducidas por EGFR en células ovales murinas.

En resumen, podemos concluir que los receptores Met y EGFR promueven
supervivencia y proliferacion en células ovales y que para mediar estos efectos actuan
de manera independiente el uno del otro.
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Figura 11. Proteccion por EGF frente a la apoptosis inducida por TGF-B en lineas de células ovales
murinas Met™™ y Met”. Las células se trataron con TGF-B 1 ng/ml solo o en combinacién con EGF 20
ng/ml durante 48 h. Los nucleos apoptoticos se contaron tal como se describe en la figura 5B. Se representa la
media + SEM de dos experimentos independientes realizados por triplicado. ***P<0,001.

81



Resultados

2. Proteccién por HGF autocrino frente a la apoptosis inducida
por TGF-f en células ovales.

Resultados previos de nuestro grupo habian demostrado que el TGF-§ induce
apoptosis en células ovales y que el HGF exdgeno protege de la apoptosis inducida
por TGF-B [del Castillo et al 2008a]. En este mismo trabajo también demostramos que
las células ovales murinas tienen un bucle autocrino de HGF, de manera que en
ausencia de HGF exdgeno, las células ovales Met™™ presentan una mayor proteccion
que las células ovales Met” frente a la apoptosis inducida por TGF-B. Tomando como
base estos resultados, hemos intentado profundizar en la relevancia de la senalizacion
autocrina HGF/Met en la proteccion frente a apoptosis inducida por TGF-f en células
ovales y los mecanismos moleculares que median esta proteccién, lo que implica la
necesidad de caracterizar previamente la apoptosis por TGF-B en este modelo celular.

2.1. Vias de senalizacion disparadas por el TGF-§ en células ovales
MetﬂXIﬂX y Met-/--

En primer lugar, analizamos las vias de sefializacién activadas por TGF-3 en
células ovales, empezando por la via canodnica, es decir la senalizacion mediada por
las proteinas Smads, con la intencion de determinar si esta via candnica se ve
afectada en ausencia de actividad tirosina quinasa de Met. Para ello analizamos
mediante western blot la fosforilacion de Smad2 en extractos totales de células ovales
Met™™ y Met” tratadas con TGF-B durante 0.5, 2.5 y 6 horas. Como se observa en la
Fig. 12A, el TGF-B induce fosforilacion de Smad2 en ambas lineas celulares siendo
éste un efecto rapido: la fosforilacion de Smad2 es ya evidente a los 30 minutos de
tratamiento y tiende a disminuir con el tiempo. No observamos diferencias notables
entre ambas lineas celulares.

A continuacion se estudid la translocacion al nucleo de Smad2 fosforilado,
mediante western blot realizado con extractos nucleares obtenidos de células tratadas
con TGF-B en un intervalo de tiempo comprendido entre los 15 minutos y las 6 horas.
Los resultados de la Fig. 12B muestran que ya a los 15 minutos Smad2 fosforilado se
ha traslocado al nucleo en ambas lineas celulares. La cinética de permanencia de
Smad2 en el nucleo es similar en ambas lineas y esta en consonancia con la cinética
de fosforilacidn, observandose que con el tiempo disminuyen los niveles nucleares de
Smad2 fosforilado.

Por ultimo, analizamos si la actividad transcripcional dependiente de Smads
presentaba diferencias entre lineas. Para ello, las células se transfectaron con dos
construcciones premezcladas contenidas en el kit comercial Cignal SMAD reporter
assay kit (SABiosciences). Una de ellas es una construccion de luciferasa de
expresion inducible por Smads y la otra utiliza como gen reportero renila de expresion
constitutiva, que actua como un control interno para normalizar las eficiencias de
transfeccion y monitorizar la viabilidad celular (ver Materiales y Métodos, apartado 8).
Una vez transfectadas, las células ovales se deprivaron de suero durante 16 horas y
posteriormente se trataron durante 8 horas con TGF-. Como muestran los resultados
de la Fig.12C, la actividad transcripcional dependiente de Smads en ambas lineas
celulares es significativamente mayor en células tratadas con TGF-p que en células sin
tratar, sin que se observen diferencias entre lineas. En conjunto, estos resultados
indican que en células ovales el TGF-f activa la via de Smads o via candnica, y que
ésta es funcional como demuestran los ensayos de actividad transcripcional. Ademas
nuestros datos sugieren que la ausencia de actividad tirosina quinasa de Met no afecta
a esta ruta de senalizacion inducida por el TGF-f.
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Figura 12. Activacion de la via canénica por TGF-B en células ovales murinas Met WXy Met ™. (A) La
fosforilacion de Smad2 se analizd6 mediante western blot en extractos totales de células ovales deprivadas de
suero durante 12 horas y posteriormente tratadas con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Se muestra
un experimento representativo de dos realizados. (B) La translocacion al nicleo de Smad2 fosforilado se
analizd6 mediante western blot realizado con extractos nucleares obtenidos de células tratadas con TGF-f 1
ng/ml, tras una deprivacion de suero de 12 horas, en un intervalo de tiempo comprendido entre los 15 minutos
y las 6 horas. Se muestra un experimento representativo de dos realizados. (C) Analisis de la actividad
transcripcional dependiente de Smads. Las células se transfectaron con una construccion de luciferasa de
expresion inducible por Smads y una segunda construccion de renila de expresion constitutiva. Los valores de
luminiscencia de la renila se utilizaron como normalizadores de la eficiencia de transfeccion. Una vez
transfectadas, las células ovales se deprivaron de suero durante 12 horas y posteriormente se trataron durante 8
horas con TGF-B 1 ng/ml. Los datos representados son la media £ SEM de cuatro experimentos
independientes, realizados por cuadriplicado. *P<0.05; **P<0.01

Ademas de la via candnica o mediada por Smads, el TGF-$ puede activar otras
vias de sefializacién no canédnicas. Asi, se ha descrito que el TGF-B puede activar
distintas quinasas entre las cuales destacan Akt, ERK1/2, JNKs y p38 [Moustakas y
Heldin, 2005; Zhang, 2009]. Quisimos por tanto analizar también la posible activacion
de estas quinasas en células ovales murinas mediante western blot. Como se observa
en la Fig. 13A el TGF-B activa las quinasas Akt, ERK1/2, p38 y JNK tanto en células
ovales Met™™ como Met”. La fosforilacién de Akt y ERK1/2 es patente hasta las 2,5
horas en el caso de Akt y hasta las 6 horas en el caso de ERK1/2. En cambio, p38 y
JNKs se fosforilan de manera mas tardia, detectandose de forma clara las formas
activas a las 6 horas y aumentando progresivamente con el tiempo.

Para estudiar el posible efecto de la activacion de estas quinasas en la
apoptosis inducida por TGF-B, determinamos la actividad caspasa-3 en células
tratadas con TGF-B durante 12 horas, tanto en presencia como en ausencia de
inhibidores quimicos especificos para ERK1/2, p38 vy JNKs. Ninguno de estos
inhibidores (Figs. 13B, 13C y 13D) modifico la actividad caspasa-3 inducida por TGF-
B, ni en células Met™™ ni en células Met™, mostrando que ni ERK1/2 ni p38 ni JNKs
influyen de manera relevante en la apoptosis inducida por TGFB y por tanto, las
diferencias en la respuesta apoptética al TGF-B observadas entre lineas Met™™ y
Met”, tampoco pueden deberse a una activacién diferencial de estas vias entre ambas
lineas celulares.
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Figura 13. Papel de la activacion de Akt, ERK1/2, JNKs y p38 en la apoptosis inducida por TGF-f en
células ovales Met ™™ y Met . (A) Las células ovales se trataron con TGF-B 1 ng/ml durante los tiempos
indicados. La activacion de Akt, ERK1/2, JNKs y p38 se analizo mediante western blot en extractos totales. Se
muestra un experimento representativo de dos realizados. (B-D) Actividad caspasa 3 en células ovales
pretratadas o no durante 30 minutos con los inhibidores especificos de ERK1/2 (PD98059 20 uM), p38
(SB203580 10 uM) y JNKs (SP603105 30 pM) y tratadas posteriormente con TGF-f 1 ng/ml durante 12 horas.
Los datos representan la media £ SEM de entre dos y seis experimentos independientes.

2.2. En células ovales murinas, el TGF-§ induce apoptosis por la via
mitocondrial

Dado que ni la via candnica ni las vias no canodnicas activadas por el TGF-§
exploradas hasta el momento parecen verse afectadas por la ausencia de actividad
tirosina quinasa de Met, nos centramos a continuacion en el estudio comparativo del
mecanismo apoptoético puesto en marcha por el TGF- en lineas de células ovales
Met™™ y Met”. Tal como se describe en la introduccién (ver apartado 6.5), se ha
demostrado en distintas células hepaticas que el TGF-B induce apoptosis por la via
mitocondrial, provocando la despolarizacion de la mitocondria, la consecuente salida
del citocromo ¢ desde el espacio intermembrana mitocondrial al citosol y, finalmente, la
activacion de caspasas ejecutoras, como la caspasa 3 [Rodrigues et al., 1999; Freathy
et al., 2000; Herrera et al., 2001b]. Como se observa en la Fig.14A el TGF-$ induce en
células ovales una drastica despolarizacion de la membrana mitocondrial. Ademas hay
que destacar que la caida del potencial de membrana mitocondrial es
significativamente mayor en células Met” respecto a las células ovales Met™™ a las 15
horas de tratamiento con TGF-f, igualandose en ambas lineas a 24 y 36 horas. Dado
que el fendmeno de despolarizacion de la membrana mitocondrial resulta en la salida
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de proteinas proapoptoticas desde la mitocondria al citosol, se analizé si se producia
la liberacion de citocromo c al citosol en respuesta al TGF-. Los resultados de la Fig.
14B muestran que, como cabia esperar, el TGF- dispara la salida de citocromo c al
citosol en células ovales. Finalmente, el analisis de la actividad caspasa-3 a distintos
tiempos de tratamiento con TGF-B (Fig. 14C) revela que, como culminacion de la
cascada apoptética desencadenada por esta citoquina, en células ovales aumenta de
manera significativa la actividad de esta caspasa ejecutora. De nuevo, se observa que
la actividad caspasa-3 a 12 horas es significativamente mayor en células Met”” que en
células Met™™. En resumen, los datos de despolarizacion de la membrana
mitocondrial y la liberacion de citocromo c al citosol revelan que la mitocondria esta
implicada en la respuesta apoptética al TGF-p en células ovales. La amplificacion de la
respuesta apoptoética observada en células carentes de actividad quinasa de Met (ver
Antecedentes) esta asociada con una mayor intensidad en la disminucion del potencial
de membrana mitocondrial y con una mayor activacion de caspasa-3, revelando un
papel de la sefializacion autocrina de HGF/Met en estos procesos.
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Figura 14. El TGF- induce apoptosis por la via mitocondrial en células ovales Met™™ y Met”. (A)
Potencial de membrana mitocondrial determinado mediante citometria de flujo tras incubacion con la sonda
fluorescente JC1. Las células se deprivaron de suero 2-4 horas y posteriormente se trataron con TGF-B 1 ng/ml
durante los tiempos indicados. Se representan la media £ SEM de cuatro experimentos independientes.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 (B) Determinacion de los niveles de citocromo ¢ mediante western blot en
extractos citosolicos. Las células ovales se sometieron a deprivacion de suero durante 2-4 horas y se trataron
con TGF-B 1 ng/ml (T) durante 24, 36 y 48 horas. Se muestra un experimento representativo de dos realizados.
(C) Actividad caspasa-3 en células ovales tratadas con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Se
representa la media = SEM de 5 experimentos independientes, realizados por duplicado. *P<0,05; ***P<0,001
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2.3. En células ovales Met™™ y Met”" el TGF- induce la expresién de Bim
y Bmf, proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2.

Nuestro grupo ha caracterizado los mecanismos de apoptosis por TGF- en
células hepaticas, fundamentalmente hepatocitos fetales aunque también células de
hepatoma, contribuyendo a completar en estos tipos celulares un esquema de
sefializacién apoptotica por TGF-B en el que juegan un papel importante el estrés
oxidativo [Herrera et al., 2001b], la induccion de la NADPH oxidasa NOX4 [Carmona-
Cuenca et al, 2008] y la regulaciéon de proteinas de la familia Bcl-2 [Herrera et al.,
2001a]. Por tanto, el siguiente paso fue investigar si los eventos descritos en la
cascada apoptotica inducida por el TGF-f en hepatocitos fetales y células de
hepatoma podria darse también en las células progenitoras hepaticas adultas,
evaluando al mismo tiempo el efecto de la sefalizacién autocrina de HGF/Met en estos
procesos. Exploramos en primer lugar la posible induccién de la expresion de
proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, especialmente Bim y Bmf, para las que
se ha demostrado un papel relevante en la apoptosis por TGF-3 [Ramjaun et al., 2007,
Caja et al, 2009]. Para ello, las células se deprivaron de suero y se trataron con TGF-§8
1 ng/ml, analizando en un curso temporal entre 1 hora y 24 horas la expresion de Bim
y Bmf, bien mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real o bien mediante western blot.
El andlisis de los niveles de transcrito de Bim (Fig. 15A) reveld que la transcripcion de
este gen es inducida de manera rapida y transitoria por TGF-, con un pico de
induccion a 1 hora de tratamiento, tanto en células Met™™ como en células Met™. La
intensidad de esta induccién disminuye con el tiempo y a las 24 horas los niveles de
transcrito de Bim estan por debajo del control. La cinética de la induccion es idéntica
en ambos tipos celulares. El anadlisis de los niveles de proteina Bim (Fig. 15B)
corrobora el perfil cinético de la induccién del mRNA obtenido mediante RT-PCR
cuantitativa, observandose una inducciéon por TGF-f hasta las 6 horas y posterior
caida a los niveles basales. El hecho de que no se observen diferencias aparentes
entre lineas celulares en la regulacion de la expresion de Bim por TGF-B sugiere que
Met no tiene un papel relevante en esta respuesta aunque hay que destacar que los
niveles basales de Bim en células Met” son mayores que en células Met™™, lo que
podria sugerir un papel de Met en la regulacion de Bim a nivel basal. A diferencia de lo
observado respecto a Bim, los niveles de transcrito de Bmf muestran dos perfiles
claramente distintos entre células ovales Met™™ y Met” (Fig. 15C). En las células
ovales Met™"™* se observa una induccién rapida y transitoria por TGF-B, recuperando a
las 12 horas niveles muy similares al control. Sin embargo, en las células ovales
Met”, la induccidn de la expresion del transcrito de Bmf es mas sostenida en el tiempo
estando por encima de los niveles control hasta 24 horas después del tratamiento. En
consonancia con estos datos, se observé una induccion de la proteina Bmf por TGF-3
mediante western blot (Fig. 17C). Ademas, los niveles de proteina, tanto basales como
bajo tratamiento con TGF-B, eran mayores en células Met” que en células Met™™
Todos estos datos revelan un papel del receptor Met en la regulacion de la expresion
de Bmf en respuesta al TGF-B, sugiriendo fuertemente que la sefalizacion autocrina
HGF/Met contribuye a contrarrestar la induccion de Bmf por TGF-f.
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Figura 15. Efecto del TGF-B en la expresion de las proteinas pro-apoptéticas Bim y Bmf en células
ovales Met™™ y Met *, (A,C) Niveles de transcrito de Bim y Bmf, respectivamente, analizados mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real. Las células ovales se deprivaron de suero durante 12 horas y posteriormente se
trataron con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Los datos representan la media + SEM de cinco
experimentos independientes. ¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 (B, D) Expresion de las proteinas Bim y Bmf,
respectivamente, analizada mediante western blot en extractos totales. Se muestra un experimento
representativo de tres (Bim) o dos (Bmof) realizados. La expresion de B-actina se utiliz6 como control de carga.

2.4. La ausencia de actividad tirosina quinasa de Met amplifica el estrés
oxidativo inducido por TGF-p en células ovales.

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) median la apoptosis via mitocondrial inducida por TGF-$
en hepatocitos fetales de rata [Herrera et al., 2001b]. El siguiente paso fue, por tanto,
analizar la produccion de ROS en respuesta al TGF-§ en células ovales. Para ello, las
células ovales se deprivaron de suero 2-4 horas y se trataron con TGF-$ 1 ng/ml,
analizando en un marco temporal comprendido entre 15 y 36 horas el contenido en
ROS mediante citometria de flujo utilizando la sonda fluorescente DCFH-DA (ver
Materiales y Métodos, apartado 11). Como se puede ver en la Fig. 16A, el contenido
intracelular de ROS aumenta en ambas lineas celulares en respuesta al TGF-f,
aunque el proceso es mas rapido en las células que carecen de actividad tirosina
quinasa de Met, donde se observa un aumento significativo respecto al control desde
las 15h de tratamiento con TGF-p. Ademas, a 24h de tratamiento el contenido en ROS
de las células ovales Met™ es significativamente mayor que en células Met™™. E|
glutation es un importante agente antioxidante intracelular que mantiene el
microambiente celular en estado reducido al eliminar ROS [Anderson, 1998]. En
células hepaticas, su disminucion se suele considerar una evidencia de que las células
estan sufriendo estrés oxidativo [Loguercio y Federico, 2003]. Por ello, determinamos
también el contenido intracelular de glutation de células ovales sometidas a
tratamiento con TGF-B, en ausencia de suero, en un intervalo temporal comprendido
entre 15 y 48 horas. Como se observa en la Fig. 16B, el TGF- induce tanto en células
ovales Met™™ como Met” una disminucién en los niveles intracelulares de glutation
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entre 15 y 24 horas de igual magnitud en ambos tipos celulares. En cambio a 48
horas, las células ovales Met™™ han recuperado los niveles de glutation, mientras que
en las Met” siguen disminuidos respecto al control, haciendo que a este tiempo las
diferencias entre lineas sean significativas.
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Figura 16. Estrés oxidativo inducido por TGF- en células ovales Met™™ y Met” (A) Las células ovales
se deprivaron de suero durante 2-4 horas y se trataron con TGF-$ 1 ng/ml durante los tiempos indicados. El
contenido intracelular de ROS se determiné mediante incubacién con la sonda fluorescente DCFH-DA y
posterior analisis mediante citometria de flujo. Los datos representan la media = SEM de cuatro experimentos
independientes. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 (B) Contenido intracelular de glutation en células ovales
deprivadas de suero durante 2-4 horas y posteriormente tratadas con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos
indicados. Los datos representan la media = SEM de cuatro experimentos independientes. *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001

El aumento en ROS inducido por el TGF-B puede deberse a una disminucién
de las defensas antioxidantes de la célula y/o a un aumento en la produccion de ROS
mediante distintos sistemas generadores de radicales. Exploramos por tanto el papel
que pudieran tener distintas enzimas antioxidantes celulares en este fenomeno (Fig.
19), haciendo hincapié en la superdxido dismutasa 2 (SOD2) que al ser mitocondrial
[Zelko et al., 2003] pensamos tendria un papel importante en la apoptosis por TGF-3,
ya que este proceso (como hemos visto en la Fig. 14) implica una desregulacion de la
funcidén mitocondrial. Ademas nuestro grupo ha demostrado previamente que el TGF-
induce una disminucion de SOD2 en hepatocitos fetales [Herrera et al.,, 2004a]. El
estudio de las posibles variaciones en la expresién de SOD2 en células ovales se
realizé mediante PCR cuantitativa a tiempo real y western blot. Como se observa en la
Fig. 17A, el TGF-B disminuye los niveles de transcrito de SOD2 en células ovales. Esta
disminucion no se ve afectada por la ausencia de actividad tirosina quinasa de Met,
puesto que las cinéticas de expresion de SOD2 en lineas celulares Met™™ y Met™,
son muy similares. En la Fig. 17B se muestran los resultados del analisis de la
expresion proteica de SOD2 y otras enzimas antioxidantes, concretamente catalasa
(enzima que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua) y
y—glutamil cistein sintetasa (y—-GCS, enzima implicada en la ruta biosintética del
glutation). Los resultados revelan que la SOD2 disminuye notablemente en ambas
lineas celulares en respuesta al TGF- siendo esta disminucion mas acusada en el
caso de células Met”, lo que sugiere que Met podria tener un papel en la regulacion
post-transcripcional de SOD2. El TGF-$ también produce una disminucion en la
expresion de catalasa y yGCS. La modulacion del los niveles de catalasa sigue el
mismo esquema temporal que la modulacion de SOD2, disminuyendo respecto al
control a 12 y 24 horas y recuperandose a 48 horas, sin que se observen diferencias
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aparentes entre lineas. En cambio, la expresion de y—GCS disminuye mas tardiamente
(a partir de las 24 horas) y se mantiene baja hasta las 48 horas, observandose
ademas que esta regulacion es mas drastica en células ovales Met” que en células
Met™™ Todos estos datos evidencian que el TGF-p altera el estado redox de las
células ovales, aumentando el contenido en ROS y disminuyendo el contenido
intracelular de glutation asi como la expresién de distintas enzimas antioxidantes como
la SOD2, la yGCS y la catalasa. Ademas, la células que carecen de sefalizacion
autocrina de HGF/Met ven potenciados estos efectos, revelando un papel de la
sefalizacion autocrina HGF/Met en la modulacion del estrés oxidativo inducido por el
TGF-B.
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Figura 17. Efecto del TGF-B sobre enzimas antioxidantes en células ovales Met™™ y Met™. (A) Niveles
de transcrito de SOD2 analizados mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Las células ovales se
deprivaron de suero durante 12 horas y posteriormente se trataron con TGF-B 1 ng/ml durante los tiempos
indicados. Los datos representan la media + SEM de tres experimentos independientes. *P<0,05; ***P<(,001
(B) Las células ovales se deprivaron de suero durante 2-4 horas y posteriormente se trataron con TGF-f 1
ng/ml durante los tiempos indicados. Los lisados celulares se sometieron a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y las membranas se hibridaron con los anticuerpos indicados. B-actina se utilizé como control
de carga. Se muestra un experimento representativo de dos realizados

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que también hay
sistemas generadores de ROS que tienen un papel fundamental en la apoptosis
inducida por TGF-f. Este es el caso de NOX4, enzima que tiene un papel esencial en
la induccion de apoptosis por TGF- en hepatocitos fetales de rata y humanos y en
células de hepatoma, de tal manera que si se bloquea la induccién de NOX4 no se
produce la apoptosis por TGF-B [Carmona-Cuenca et al, 2008]. Por tanto, quisimos
también estudiar en nuestro modelo celular la posible regulacion por TGF-§ de NOX4 y
otros componentes del sistema de NADPH-oxidasas (NOX1 y NOX2), mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real. Como se observa en la Fig. 18A, el TGF-B induce un
aumento en los niveles de expresion del mMRNA de NOX4, con una induccién maxima
a 5 horas, que tiende a ser mayor en las células Met” que en las Met™™, aunque las
diferencias entre lineas no son estadisticamente significativas. En cambio, la expresién
de NOX2 disminuye con el tratamiento con TGF-$ en células ovales (Fig. 18B) y de
nuevo no se observan diferencias entre células con o sin actividad tirosina quinasa de
Met. Respecto a NOX1, no se pudo detectar su expresion en células ovales, ni en
presencia ni en ausencia de TGF-B. Conjuntamente, estos resultados indican que en
células ovales, el TGF-B induce un proceso de estrés oxidativo con aumento de la
produccion de ROS y una disminucion del contenido intracelular de glutatién, que se
acompafa de una regulacién negativa de la expresion de enzimas antioxidantes y un
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aumento de la expresion de un sistema generador de ROS, NOX4. El proceso de
estrés oxidativo inducido por TGF-B es mas pronunciado en células Met-/- datos que
sugieren un papel antioxidante para el HGF.
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Figura 18. Efecto del TGF-B sobre la transcripcion de NOX4 y NOX2 en células ovales Met™™ y Met ™.
(A, B) Niveles de transcrito de NOX4 y NOX2, respectivamente, analizados mediante RT-PCR cuantitativa a
tiempo real. Las células ovales se deprivaron de suero durante 12 horas y posteriormente se trataron con TGF-
B 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Los datos representan la media =+ SEM de cuatro experimentos
independientes. *P<0,05; **P<0,01; ***P<(,001.

2.5. Importancia de la PI3K en la proteccion frente a apoptosis inducida
por TGF-B en células ovales

Segun hemos visto hasta ahora, nuestro modelo de células ovales carente de
actividad tirosina quinasa de Met nos ha permitido poner de manifiesto que el bucle
HGF autocrino/Met frena la apoptosis inducida por TGF-B, mostrando nuestros
resultados que en células Met” estan amplificados eventos como despolarizacién de la
membrana mitocondrial, el incremento de ROS, la caida en los niveles de glutation, y
la regulacion negativa de las proteinas antioxidantes SOD2 y yGCS, asi como la
induccién transcripcional de Bmf. El siguiente paso fue profundizar en cual/es de las
vias de sefalizacion activadas por Met son responsables de estas diferencias en la
apoptosis en respuesta al TGF-B que observamos entre células Met™™ y Met”". Como
hemos visto en la Fig. 13, ya habiamos comprobado que ni la inhibicion de ERK1/2, ni
de JNK ni de p38 tienen efecto en la apoptosis inducida por TGF-p. Debido a que la
ruta de sefalizacion de la PI3K se ha relacionado frecuentemente con procesos de
supervivencia, incluidos aquellos mediados por Met, en numerosos contextos
bioldgicos [Grotegut et al., 2010; Yu et al., 2010; Schulze-Bergkamen, 2004; Webster y
Anwer, 2001; Moumen et al., 2007] nos planteamos la hipotesis de que la activacion
de PI3K estuviese implicada en la proteccion que el HGF autocrino ejerce frente a la
apoptosis inducida por TGF-B en células progenitoras hepaticas adultas. Para
comprobar dicha hipdtesis, las células ovales se pre-trataron durante 30 minutos con
un inhibidor quimico especifico de PI3K, el LY294002 y posteriormente durante 12 o
24 horas con TGF-B 1 ng/ml. El porcentaje de células apoptoticas se determind
mediante citometria de flujo utilizando anexina V para la determinacion del porcentaje
de células que exponen fosfatidil serina en su membrana plasmatica, tal como se
detalla en Materiales y Métodos (apartado 10.3.). Como se aprecia en la Fig. 19, el
TGF-p induce apoptosis en células ovales, siendo su efecto mayor en las células Met™
que en las células Met™™. Ademas, se observa que el tratamiento combinado con
TGF-f + LY294002 aumenta de manera significativa la apoptosis respecto al
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tratamiento con TGF-p en células ovales Met™™ y que esto no sucede en células

ovales Met”, indicando un papel para la PI3K en la proteccién que ejerce el HGF
autocrino frente a la apoptosis inducida por TGF-f en células ovales murinas.
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Figura 19. Efecto de la inhibicién de PI3K en la apoptosis inducida por TGF-f en células ovales Met
y Met”. Porcentaje de células apoptdticas determinado mediante citometria de flujo, tras incubacion con
anexina V-FITC y yoduro de propidio. Las células ovales se deprivaron de suero durante 2-4 horas y se
pretrataron con el inhibidor de PI3K LY294002 7,5 uM (cuando se indica) previamente al tratamiento con
TGF-B 1 ng/ml. Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001.
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Figura 20. Efecto de la inhibicién de PI3K en la cinética transcripcional de Bmf en respuesta a TGF-
en células ovales Met™™ y Met”. Niveles de transcrito de Bmf analizados mediante RT-PCR cuantitativa a
tiempo real. Las células ovales se deprivaron de suero durante 12 horas y se pre-trataron o no con el inhibidor
de PI3K LY294002 7,5 uM previamente al tratamiento con TGF-f 1 ng/ml. Los datos representan la media +
SEM de 3 experimentos independientes. ¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Ademas, como se observa en la Fig. 20, la inhibicién de PI3K provoca cambios
en el perfil cinético de expresion de Bmf en células Met™™. Para el analisis de la
expresion de Bmf mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real, las células se pre-
trataron durante 30 minutos con el inhibidor de PI3K LY294002 y posteriormente con
TGF-B en un intervalo de tiempo de 1 a 24 horas. Los datos obtenidos (Fig. 20)
reflejan que en la combinacién TGF-$ + LY aumenta los niveles de mRNA de Bmf a 12
horas, respecto al tratamiento con TGF-B, tanto en células Met™™ como Met”. Este
hecho es de particular importancia en las células Met™™ en las que el efecto de la
inhibicion de PI3K es retrasar la recuperacion a niveles control del transcrito de Bmf,
por lo que cambia su cinética de expresion, de forma que mimetiza el perfil observado
en repuesta al TGF-f en células Met”". Por tanto, los datos de la inhibicién de PI3K
revelan que el tratamiento combinado con TGF-B+ LY294002 hace que las células
Met™™ mimeticen tanto la intensidad de la apoptosis como la cinética de expresion de
Bmf en respuesta al TGF-B de las Met”, revelando que eje HGF autocrino-Met-PI3K
es fundamental en la proteccion frente a los efectos apoptéticos del TGF-B y que no
puede ser sustituido por otras vias de sefalizacidn o por otros bucles autocrinos que
puedan estar activados en estas células.
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3. EMT inducida por TGF-B en células ovales. Efecto de la
ausencia o presencia de un receptor Met funcional.

3.1. Caracterizacion fenotipica de la transicidn epitelio-mesénquima
inducida por TGF-B en células ovales Met™™ y Met™",

En el curso de nuestros estudios sobre el efecto pro-apoptético del TGF-j,
observamos de manera consistente que la poblacion celular que sobrevive a los
efectos apoptoticos de esta citoquina sufre un llamativo cambio fenotipico, pasando de
ser células poligonales y unidas entre si formando colonias a ser células de morfologia
fibroblastoide y que tienden a disponerse aisladas unas de otras (Fig. 24A). Este
cambio fenotipico, reminiscente de una transicion epitelio-mesénquima (EMT),
comienza a manifestarse a las 24 horas de tratamiento con TGF-3 y es muy evidente a
las 48 horas. Ademas, tinciones inmunocitoquimicas de células ovales Met™™ y Met™
tratadas durante 48 horas con TGF-f muestran un cambio en la organizacion del
citoesqueleto de actina (Fig. 24B): en las células ovales control, la actina esta
principalmente concentrada en las zonas adyacentes a la membrana plasmatica,
siguiendo el perimetro de la célula. En cambio, en las células ovales tratadas con
TGF-B durante 48 horas, se observa que la actina se ha reorganizado formando
abundantes fibras de estrés. Este cambio indica que las células estan adquiriendo un
fenotipo motil en respuesta al TGF-p y refuerza la hipétesis de la existencia de una
transicion epitelio-mesénquima inducida por esta citoquina. Para confirmar esta
hipotesis, decidimos llevar a cabo una caracterizacion fenotipica detallada de esta
poblacion de células ovales que sobrevive al efecto apoptético del TGF-3
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Figura 21. Las células ovales que sobreviven al efecto apoptético del TGF-B manifiestan un cambio
fenotipico y presentan una reorganizacién de los filamentos de actina. (A) Fotografias tomadas con el
microscopio de contraste de fases de células ovales Met™™ y Met” tratadas o no con TGF-B 1 ng/ml en
ausencia de suero durante 48 horas. (B) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal del citoesqueleto
de actina, usando faloidina conjugada con rodamina (rojo), en células ovales Met™™ y Met” tratadas o no con
TGF-f 1 ng/ml en ausencia de suero durante 48 horas. Se muestra un experimento representativo de dos
realizados.
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Se considera que la caracteristica definitoria de un fenémeno de transicion
epitelio-mesénquima es la disminucion de los niveles de expresion de la E-cadherina,
proteina que forma parte de las uniones intercelulares, en concreto de las uniones
adherentes, entre células epiteliales. Por tanto, analizamos en primer lugar los niveles
de mRNA de E-cadherina mediante RT-PCR cuantitativa en células ovales Met™™ y
Met” cultivadas en ausencia de suero y en presencia de TGF-B 1 ng/ml durante 24, 48
y 72 horas.

Como se observa en la Fig. 22A, el tratamiento con TGF-$ induce una
disminucion progresiva de los niveles de transcrito de E-cadherina, alcanzandose a las
72 horas una disminucion de aproximadamente un 70% respecto al control en ambas
lineas celulares. Estudiamos también mediante tincion inmunocitoquimica los cambios
en la expresién de otros marcadores de células epiteliales (citoqueratina 18 y 19) y
mesenquimales (N-cadherina y vimentina) en células Met™™ y Met” cultivadas en
ausencia de suero y en presencia o no de TGF-B 1 ng/ml durante 48 horas.

Como se puede ver en las Figs. 22B y 22C, las células Met™™ y Met”" control
muestran una considerable expresion de citoqueratina 18 y 19, como corresponde a su
naturaleza epitelial, observandose una extensa y organizada red de filamentos
intermedios formada por estas citoqueratinas. En cambio, en presencia de TGF-§ la
expresion de citoqueratina 18 y 19 se reduce drasticamente en ambas lineas
celulares. El marcador mesenquimal N-cadherina no se expresa en células ovales
control (Fig. 22D) pero su expresion se induce en ambas lineas celulares en respuesta
al TGF-B.

Por Gltimo, tanto en células ovales Met™™ como Met” en condiciones basales
se observa una expresion muy baja de vimentina, que no forma una red organizada de
filamentos intermedios. El TGF-f induce en células ovales la expresion de vimentina,
que se dispone formando filamentos. Se observa, por tanto, un reemplazamiento de
los filamentos intermedios de citoqueratinas por los de vimentina en respuesta al TGF-
B en ambas lineas celulares (Fig. 22D).
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Figura 22. El TGF-B induce en células ovales Met™™ y Met” pérdida de marcadores epiteliales y
ganancia de marcadores mesenquimales. (A) Analisis de los niveles de transcrito de E-cadherina mediante
RT-PCR cuantitativa. Las células ovales se cultivaron en ausencia de FBS y se trataron con TGF-f 1 ng/ml
durante los tiempos indicados. Se representa la media £ SEM de 3 experimentos independientes, realizados por
triplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 (B, C, D, E) Imagenes de microscopia confocal correspondientes a
la expresion de los marcadores epiteliales citoqueratina-18 (B) y citoqueratina-19 (C) y de los marcadores
mesenquimales N-cadherina (D) y vimentina (E), tras tinciéon inmunocitoquimica de células ovales en ausencia
de suero y tratadas o no con TGF-f 1 ng/ml durante 48 horas. Se muestra un experimento representativo de dos
realizados.
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3.2, Efecto del TGF-B sobre la expresion de factores de transcripcion
implicados en la transicion epitelio-mesénquima.

Para profundizar en el estudio de la transicion epitelio-mesénquima,
analizamos a continuacion el efecto del TGF-3 sobre la expresion de distintos factores
de transcripcién que regulan este fendmeno. Las células ovales Met™™ y Met” se
cultivaron en medio libre de suero y se trataron con TGF-f§ 1 ng/ml durante 24 y 48 h, y
se procedid a determinar los niveles de expresion de SNAI1, SNAI2, ZEB1 y ZEB2
mediante RT-PCR cuantitativa. Como se puede ver en la Fig. 23A, los niveles de
MRNA de SNAI1 experimentan una clara y fuerte induccion en respuesta al TGF-f. Sin
embargo, los niveles de mensajero de SNAI2 (Fig. 23B) no se ven afectados por el
tratamiento con TGF-B, en ninguna de las dos lineas. EI TGF-f también induce
significativamente la expresion de los factores de transcripcion ZEB1 y ZEB2 (Fig. 23C
y 23D), tanto en células Met™™ como en células Met”". Aunque la induccién de SNAI1
y ZEB1 es mayor en las células ovales Met”, las diferencias entre lineas no son
estadisticamente significativas.
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Figura 23. Efecto del TGF- sobre la expresion de factores de transcripcién implicados en la transicién
epitelio-mesénquima en células ovales Met™™ y Met™. Analisis de los niveles de transcrito de los factores
de transcripcion SNAI1 (A), SNAI2 (B), ZEBI1 (C) y ZEB2 (D) mediante RT-PCR cuantitativa. Las células
ovales se cultivaron en ausencia de FBS y se trataron con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Se
representan la media £ SEM de dos experimentos independientes, realizados por triplicado. *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001

En conjunto, los resultados mostrados en los apartados 3.1 y 3.2 demuestran
con claridad que el TGF-B induce un proceso de transicion epitelio-mesénquima en
células ovales, tanto Met™™ como Met™, lo que indica que la presencia o ausencia de
un receptor Met funcional no afecta a dicho proceso.
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3.3. Efecto del TGF-B en la expresion de proteinas de la matriz extracelular
y de integrinas.

Una vez establecida con firmeza la capacidad de las células ovales de sufrir
EMT en respuesta al TGF-3, decidimos analizar los cambios que este proceso produce
en relacion con la matriz extracelular (ECM), ya que una de las caracteristicas
adquiridas por las células que han sufrido EMT es la capacidad de remodelar la matriz
que las rodea, que a su vez se relaciona con un aumento de la capacidad invasiva y
migratoria. La remodelacion de la matriz extracelular implica la necesidad de regular
proteinas implicadas en su degradacion (MMPs y proteinas del sistema plasmindégeno-
plasmina como uPA y PAI-1) y de aumentar la expresion de proteinas formadoras de
una matriz fibrilar (fibronectina, colageno tipo | y laminina5) [Zeisberg y Neilson, 2009].
Como consecuencia, las células que han sufrido EMT pasan de estar unidas a una
membrana basal a estar rodeadas de una matriz extracelular fibrilar y se produce un
cambio en el perfil de expresion de distintas integrinas, reflejo de una alteracion de las
interacciones célula-matriz extracelular. Para estudiar si estos fendmenos podian
acompanar el proceso de EMT en células ovales tratadas con TGF-f 1 ng/ml, se
analiz6 mediante RT-PCR cuantitativa los niveles de transcritos de proteinas del
sistema plasmindégeno-plasmina, colageno tipo | y distintas subunidades de las
integrinas. Los resultados mostrados en la Fig. 24 demuestran que el TGF-§ altera la
expresion de proteinas del sistema plasminégeno-plasmina en células ovales. Asi,
disminuye la expresién del activador del plasmindgeno tPA (tissue type Plasminogen
Activator) (Fig. 24A) e induce la expresion de PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-
1) (Fig. 24C) y del activador de plasminégeno uPA (urokynase type Plasminogen
Activator) (Fig. 24B). Asi mismo, el TGF-$ induce en células ovales un aumento de la
transcripciéon de los genes que codifican para el colageno fibrilar tipo I: col1a1 y col1a2
(Fig. 24D y 24E).
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Figura 24. Efecto del TGF-} sobre la expresion génica de proteinas de la matriz extracelular en células
ovales Met ™™ y Met . Anlisis de los niveles de transcrito de tPA (A), uPA (B), PAI-1 (C), collal (D) y
colla2 (E) mediante RT-PCR cuantitativa. Las células ovales se cultivaron en ausencia de FBS y se trataron
con TGF-B 1 ng/ml durante 24 horas. En (A, B, C) se representa la media + SEM de dos experimentos
independientes, realizados por triplicado. En (E, F) se representa un experimento representativo de dos
realizados.
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Las integrinas son heterodimeros constituidos por distintas combinaciones de
una subunidad a y una subunidad B y participan en la unién de la célula con la matriz
extracelular. Como se puede ver en la Fig. 25, el TGF-f aumenta significativamente
los niveles de transcrito de las subunidades a2, av, a6 y 1. La subunidad o5 tiende a
aumentar su expresion en respuesta al TGF-f, pero en este caso las diferencias con el
control no son estadisticamente significativas. Por ultimo y a diferencia de las
subunidades antes mencionadas (a2, a5, a6, av y 1), que muestran una induccion
temprana, el TGF-B reprime de manera tardia (a 48 horas) la expresion de la
subunidad B4. En conjunto estos resultados indican que en células ovales el TGF-f3
induce alteraciones en la expresidon de proteinas implicadas en la degradacion
proteolitica de matriz extracelular, integrinas y proteinas de matriz, sugiriendo cambios

en la capacidad de las células para remodelar la matriz y en las interacciones célula-
matriz extracelular.
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Figura 25. Efecto del TGF- sobre la expresion génica de distintas subunidades de las integrinas en
células ovales Met™™ y Met™. Analisis de los niveles de transcrito de las subunidades a2 (A), a5 (B), a6
(0), av (D) y B1 (E) y p4 (F) mediante RT-PCR cuantitativa. Las células ovales se cultivaron en ausencia de
FBS y se trataron con TGF-f 1 ng/ml (T) durante los tiempos indicados. Se representan la media + SEM de tres
experimentos independientes, realizados por triplicado. ¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

3.4. Efecto del TGF-B en el estado de diferenciacion de las células ovales
MetﬂX/ﬂX y Met-/-

Resultados anteriores de nuestro grupo han demostrado que en hepatocitos
fetales de rata que han sufrido EMT (linea TBT-FH), el proceso de EMT va
acompanado de una desdiferenciacién, evidenciada mediante la pérdida de expresion
de los factores de transcripcion HNF1a, HNF1B y HNF4, implicados en la expresion
de proteinas especificas de higado, como albumina y alfafetoproteina (AFP) [Valdés et
al., 2002]. Por tanto, nos propusimos investigar si también en células ovales la EMT
inducida por TGF-f induce un proceso de desdiferenciacion y para ello estudiamos las
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variaciones en la expresion de distintos factores de transcripcion de la familia de los
HNF en respuesta al TGF-f, mediante RT-PCR cuantitativa. Como se puede observar
en la Fig. 26, en general el TGF- reprime la expresion de todos los HNFs estudiados.
En ambas lineas celulares, la expresion de Foxa2 se pierde casi por completo. La
pérdida de expresion de Onecut-1, Foxa3 y, en menor medida Foxa1, es mas intensa
en células ovales Met” que en Met™™ revelando que el bucle autocrino de HGF
impide la represion de estos tres genes llevada a cabo por el TGF-B. En el caso de
HNF4q, la expresion disminuye aproximadamente un 80% en ambas lineas celulares a
72 horas, aunque la caida parece mas rapida en células Met™™.
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Figura 26. Efecto del TGF-B sobre la expresion de distintos factores de transcripcion HNF en células
ovales Met™™ y Met”. Analisis de los niveles de transcrito de HNF1pB (A), Foxal (B), Foxa2 (C), Foxa3 (D),
HNF4a (E) y Onecut-1 (F) mediante RT-PCR cuantitativa. Las células ovales se cultivaron en ausencia de
FBS y se trataron con TGF-f 1 ng/ml durante los tiempos indicados. Se representa la media + SEM de tres
experimentos independientes, realizados por duplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Figura 27. Efecto del TGF-P sobre la expresion de albiumina y alfafetoproteina (AFP) en células ovales
Met™™ y Met™. Analisis de los niveles de transcrito de albumina (A) y alfafetoproteina (B) mediante RT-PCR
cuantitativa. Las células ovales se cultivaron en ausencia de FBS y se trataron con TGF-f 1 ng/ml durante los
tiempos indicados. Se representa la media £ SEM de tres experimentos independientes, realizados por
duplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

99



Resultados

Para profundizar en el efecto del TGF-B en el estado de diferenciacion de
células ovales, estudiamos también mediante RT-PCR cuantitativa la expresién de dos
proteinas especificas de linaje hepatico: albumina y AFP. El TGF- disminuye casi
totalmente los niveles de transcrito de albumina en ambas lineas celulares (Fig. 27A) a
48 y 72 horas y se ven diferencias significativas entre lineas a 24 horas. En cambio,
los niveles de AFP no disminuyen de manera significativa en células ovales Met™™ por
efecto del TGF-B, mientras que si lo hacen en células Met” (Fig. 27B).

Los resultados de las Figs. 26 y 27 indican que el TGF-B induce en células
ovales un proceso de desdiferenciacion reprimiendo la expresion de distintos HNFs y
de albumina y AFP y que el bucle autocrino de HGF se opone a estos efectos,
impidiendo la represion transcripcional de Foxa1, Foxa3, Onecut 1 y AFP disparada
por el TGF-B. Este proceso de desdiferenciacion que se observa en células ovales
acompanando la EMT inducida por TGF- sugiere que estas células podrian estar
sufriendo un paso atras en el compromiso hacia el linaje hepatico, lo que las llevaria a
adquirir un mayor caracter progenitor. Para comprobar esta hipétesis, estudiamos la
expresion de marcadores de células madre/progenitoras, como Nanog, Oct-4 y
nestina. Mediante RT-PCR cuantitativa no se pudo detectar la expresién de Nanog ni
de Oct4, ni en presencia ni en ausencia de TGF-B. La expresidén de nestina se
determiné mediante citometria de flujo, tal y como se detalla en Materiales y Métodos.
Como se puede ver en la Fig. 28, el TGF-p indujo de manera significativa la expresion
de nestina en ambos tipos celulares a 48 y 72 horas.
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Figura 28. Efecto del TFG-P sobre la expresion de nestina en células ovales Met™™ y Met™. Analisis de la
expresion de nestina mediante citometria de flujo. Las células se trataron con TGF-B 1 ng/ml durante los
tiempos indicados y posteriormente se incubaron con anticuerpo primario anti-nestina y anticuerpo secundario
conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor 488. La intensidad de fluorescencia se determiné mediante
citometria de flujo. Se representa la media + SEM de tres experimentos independientes, realizado por
duplicado. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

3.5 Efecto del TGF- en la integracion de células ovales murinas en
higado tras trasplantes in vivo.

Como hemos visto hasta el momento, las células ovales Met™™ y Met” sufren
EMT en respuesta al TGF-f y como consecuencia de este proceso se desdiferencian y
adquieren un caracter progenitor mas temprano. Con el fin de analizar si este cambio
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fenotipico afecta a la capacidad de las células ovales de integrarse y regenerar un
higado dafiado tras ser trasplantadas in vivo, utilizamos el disefio experimental cuyo
esquema se resume en la Fig. 29. Para poder visualizar las células y su destino
después del trasplante, se generaron mediante infeccién viral lineas de células ovales
Met™™ y Met” que expresaban de manera constitutiva la proteina verde fluorescente
GFP. Estas lineas celulares se expandieron y se dividieron en 4 grupos: (a) células
Met™™_GFP+ sin tratar, (b) células Met™™ -GFP+ tratadas durante 48 horas con TGF-
B, (c) células Met”"-GFP+ sin tratar y (d) células Met” -GFP+ tratadas durante 48
horas con TGF-f. El trasplante se realiz6 mediante inyeccion intraesplénica de 1 millén
de células de cada uno de estos 4 grupos en ratones MUP-uPa-SCID (ratones
inmunodeficientes aptos para trasplantes y modelo de dafio hepatico crénico). Los
animales se sacrificaron a los 5 dias, 4 semanas y 9 semanas después del trasplante,
los higados se fijaron segun el protocolo descrito en Material y Métodos (apartado 7.2),
y se realizaron tinciones inmunohistoquimicas con dos anticuerpos: anticuerpo A6 (que
reconoce un antigeno presente tanto en células ovales como en colangiocitos)
marcado en rojo y anticuerpo anti-GFP marcado en verde.

Met ¥fix | Met -/-
Infeccion viral Expansion
> _— C48h | C48h
B TGF-8 | TGF-8
Mot Ty pet conshtutiva de 48h | 48h

Inyeccion intraesplénica
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5 dias 4 semanas 9 semanas
| i

! }
} | |

Perfusion higado con 4% PFA. Cortes histolégicos. Tincion

Figura 29. Esquema del disefio experimental de los trasplantes in vivo de células ovales Met™™ y

Met™ tratadas o no con TGF-p.

Como se puede ver en la Fig. 30A, 5 dias después del trasplante se observa,
en todos los grupos experimentales, un numero bajo de células que presentan un
doble marcaje rojo-verde, correspondientes a células ovales trasplantadas que han
logrado integrarse en el parénquima hepatico de los animales receptores. Sin
embargo, las observaciones mas interesantes corresponden a los cortes histolégicos
realizados en los higados correspondientes a 9 semanas post-trasplante (Fig. 30B). A
este tiempo, en los cortes histologicos de los higados receptores de células control
(tanto Met™™ como Met™) practicamente no se observan células con expresion de
GFP (células exdégenas). Sin embargo, en los animales trasplantados con células
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tratadas con TGF-B, se observan focos de células que expresan GFP, lo que sugiere
la persistencia de colonias de células repobladoras a largo plazo. Estas observaciones
preliminares parecen indicar que las células ovales que han sufrido transicién epitelio-
meseénquima por efecto del TGF-p presentan ventajas en la integracion y repoblacion
del parénquima hepatico sobre las células ovales control tras ser trasplantadas in vivo
en un modelo de dafo hepatico crénico. Dada la relevancia que este hecho podria
tener en la regeneracidn hepatica, estos resultados preliminares son muy
prometedores y merecen una mayor exploracién y un analisis mas cuantitativo y
detallado en el futuro.

A. 5 dias B. 9 semanas

Control TGF-B Control TGF-B

Anti-GFP / A6 /| DAPI Anti-GFP / A6 | DAPI

Met -

Figura 30. Efecto del tratamiento de células ovales Met™™ y Met” con TGF-B en la integracion y
repoblacion del parénquima hepatico tras trasplante in vivo. Deteccién mediante microscopia confocal de
la localizacion en el parénquima hepatico de células ovales a los 5 dias (A) y 9 semanas (B) posteriores a su
trasplante. Células ovales que expresan de manera constitutiva GFP se trataron o no con TGF-f 1 ng/ml
durante 48 horas y se trasplantaron en ratones MUP-uPA-SCID mediante inyeccion intraesplénica. Para la
visualizacion de la integracion celular y repoblacion del higado, se realizaron cortes histologicos que se
utilizaron para ensayos inmunohistoquimicos con anticuerpos especificos para la deteccion de GFP (verde) y
A6 (r0jo). Se muestra un experimento representativo.
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1. Relevancia de la via de senalizacion EGF-EGFR en la biologia
de las células ovales.

La relevancia de la senalizacion mediada por el EGFR en el higado es
conocida desde hace tiempo, pues tanto el EGFR como sus ligandos juegan un papel
importante en la respuesta proliferativa que acompafa a la regeneracion hepatica tras
hepatectomia parcial [revisado por Michalopoulus, 2007]. En concordancia con su
papel inductor de proliferacion en células hepaticas in vivo, nuestro grupo ha
demostrado previamente que el EGF induce una respuesta proliferativa en hepatocitos
in vitro [de Juan et al.,, 1992]. Mas recientemente, gracias a la generacién de un
modelo de raton deficiente en el EGFR en higado, se demostraba un papel esencial
para la sefalizacién mediada por el EGFR en la regeneracion hepatica, de forma que
los ratones que carecen de EGFR muestran un retraso en la regeneracion hepatica
debido a una reduccién en la proliferacion de los hepatocitos a su vez causada por una
deficiencia en la progresion del ciclo celular [Natarajan et al., 2007]. Si bien la
relevancia del EGFR en la proliferaciéon de hepatocitos esta bien establecida, se
dispone de escasos datos en la literatura respecto a su papel en la respuesta
mitogeénica de las células ovales. A este respecto, el hecho de que la infusion de TGF-
o aumente la proliferacion in vivo de las células ovales inducida por tratamiento con 2-
AAF/PH [Nagy et al., 1996] sugiere que la sefnalizacién por el EGFR es también un
importante regulador de la proliferacion de las células progenitoras durante la
regeneracion hepatica. No obstante, aun se desconoce el impacto que tiene la
anulacién de la senalizacidon por EGFR en la regeneracion hepatica mediada por
células progenitoras. Mediante ensayos in vitro, nuestros resultados corroboran las
observaciones in vivo y establecen que el EGFR es un importante inductor de
proliferacién no sélo en hepatocitos, sino también en células progenitoras de higado
adulto, pues demuestran que el EGF exdgeno produce un aumento significativo de la
incorporacion de *H-timidina en células ovales (Fig.1), observandose ademas que su
efecto inductor de proliferacién es significativamente mas potente que el de otro
conocido mitégeno de células hepaticas, el HGF [ver también del Castillo et al.,
2008al].

Los niveles de transcrito de TGF-a son indetectables o muy bajos en higado
normal o hepatocitos no replicativos, pero aumentan tras una hepatectomia parcial o
un dano téxico [Mead y Fausto, 1989, Weber et al., 1993] asi como en células ovales
proliferantes y en focos basofilicos de hepatocitos en higado regenerante inducido por
un protocolo Solt-Farber modificado [Evarts et al., 1992]. Esta capacidad de los
hepatocitos y las células ovales de aumentar la expresion de TGF-a tras estimulos que
inducen regeneracion, junto con la anteriormente mencionada capacidad del EGFR y
el TGF-a para inducir proliferacion en hepatocitos y células ovales, sugiere la
existencia de una regulacion autocrina del EGFR. Nuestros resultados son la primera
evidencia directa de una accién autocrina de los ligandos del EGFR en células ovales
no tumorogénicas. La existencia de una regulacion autocrina del EGFR queda
evidenciada por la expresion constitutiva de los ligandos del EGFR y la activacion
constitutiva del EGFR (Fig. 3), asi como por la disminucién de la tasa de proliferacion
basal y el aumento de la apoptosis tras la inhibicion de la actividad quinasa del EGFR
usando el inhibidor quimico AG1478 (Fig. 4). Merece la pena destacar que el AG1478
inhibe casi totalmente la proliferacion basal (Fig. 4A), respuesta similar a la observada
en células de hepatoma [Ortiz at al., 2008]. También se han descrito resultados
similares en hepatocitos adultos de rata [Scheving et al., 2002] utilizando PKI166, un
inhibidor dual de EGFR/ErbB2, aunque el efecto inhibidor observado en este trabajo
no es tan fuerte como el que muestran nuestros resultados en células ovales usando
AG1478. Aun mas importante es el hecho de que el potente efecto inhibidor del
AG1478 sobre la proliferacion basal de las células ovales se observa tanto en células
Met” (sin actividad tirosina quinasa de Met) como en células Met™™ (con actividad
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tirosina quinasa de Met), indicando que Met no es capaz de contrarrestar este efecto
del AG1478. Este hecho, unido a resultados previos de nuestro grupo que demuestran
que la falta de actividad tirosina quinasa de Met no afecta a la proliferacién de células
ovales [del Castillo et al., 2008a], sugieren un papel clave para el EGFR en la
regulacion de la proliferacion de las células ovales.

La senalizacion dependiente del EGFR integra sefiales proliferativas y de
supervivencia en hepatocitos. De hecho, trabajos de distintos grupos, entre ellos el
nuestro, han demostrado que, en hepatocitos, el EGF no solo induce proliferaciéon [de
Juan et al., 1992] sino que también tiene un efecto protector frente a varios estimulos
pro-apoptoticos, como el TGF-B, Fas y el acido desoxicélico [Fabregat et al., 1996;
Musallam et al., 2001, Qiao et al., 2001]. Ademas, el EGFR es activado por el TGF-3 y
es necesario para la induccion por TGF-p de sefales anti-apoptéticas como Akt
[Murillo et al., 2005], formando parte del mecanismo inducido por TGF-f para conferir
resistencia a la apoptosis en hepatocitos fetales tras un proceso de EMT [del Castillo
et al., 2006]. En concordancia con estos datos, en este trabajo observamos que el
AG1478 aumenta el indice apoptético de células ovales tras deprivacion de suero y
tratamiento con TGF-B (Fig. 4B y 4D). Aunque no hemos explorado en detalle el
mecanismo implicado en la sefalizacion antiapoptdtica autocrina de las células ovales,
datos preliminares de nuestro grupo indican un notable descenso de los niveles del
MRNA de TGF-a tras tratamiento con AG1478 (datos no mostrados), lo que indica que
la actividad quinasa del EGFR es necesaria para la induccion de la expresion de los
ligandos del EGFR, activando asi un bucle amplificador pro-supervivencia. Por otra
parte, los menores niveles de apoptosis mostrados por las células Met™™ deprivadas
de suero en presencia de AG1478 (Fig. 4B) respecto a las células ovales Met” en las
mismas condiciones son consistentes con una sefalizacion pro-supervivencia
dependiente de Met [del Castillo et al., 2008a], y sirven como prueba adicional de la
capacidad de la sefalizacién disparada por Met para restringir la respuesta apoptética
a la ausencia de suero en células ovales. Debe sefalarse que, a diferencia del
tratamiento con AG1478, el silenciamiento de EGFR no provocd una amplificacion de
la respuesta apoptotica de las células ovales (Fig. 10B). Este resultado no es en
absoluto sorprendente, ya que nuestro grupo ha descrito recientemente que el
AG1478 tiene efectos mas amplios que el silenciamiento del EGFR sobre la apoptosis
de células de carcinoma hepatocelular [Caja et al., 2011b]. Estas observaciones ponen
de manifiesto que el AG1478 puede tener a la vez efectos dependientes e
independientes de EGFR, y dejan la puerta abierta a futuros estudios para explorar
dianas adicionales, incluyendo otros miembros de la familia de receptores ErbB. En
conjunto, los resultados anteriores constituyen una evidencia de que tanto el HGF
como los ligandos del EGF regulan la proliferacion y supervivencia de las células
ovales de manera autocrina. Al mismo tiempo, subrayan funciones no redundantes
para la sefalizacion autocrina del EGFR y Met en la proliferacion y supervivencia.
Mientras que el EGFR parece mas importante para la proliferacion, ambos RTKs
podrian cooperar para proteger a las células contra los estimulos apoptéticos. Sin
embargo, Met parece tener efectos Unicos en promover la supervivencia celular, lo que
podria explicar porque el EGFR no es capaz de proteger de la pérdida de Met.

Es de particular interés el hecho de que el EGF sea capaz de contrarrestar la
apoptosis inducida por TGF-B tanto en células Met™™ como en células Met” (Fig. 11).
Estos datos sugieren indirectamente que la sefalizacién anti-apoptética mediada por
EGFR en las células ovales es independiente de la actividad tirosina quinasa de Met.
La posibilidad de una interaccién cruzada entre Met y el EGFR y las consecuencias
funcionales derivadas de esta interaccion han sido un tema importante de debate
durante muchos afos. Hasta el momento se han descrito diferentes mecanismos que
median una interaccion cruzada entre ambos receptores y que incluyen interacciéon
fisica entre ambos receptores, transactivacion de receptores mediada por ligandos o
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induccién de la transcripcién génica de ligandos [Lai et al., 2009]. En este estudio,
hemos indagado en la posibilidad de que uno o varios de estos mecanismos operen en
las células ovales. Resultados preliminares de nuestro grupo (ver Antecedentes)
habian demostrado que en células ovales el EGFR es activado por EGF pero no por
HGF y que Met es activado por HGF pero no por EGF, lo que indica que no se
produce una transfosforilacion inducida por ligando entre Met y EGFR. Ademas, en
este trabajo demostramos que la inhibicién de la actividad quinasa del EGFR mediante
AG1478 o el silenciamiento del gen de EGFR utilizando siRNA no tienen efecto en la
activacion mediada por HGF de las moléculas de senalizacion dianas de Met (Fig.7 y
Fig.8). Estos resultados concuerdan con datos obtenidos en hepatocitos primarios de
rata que muestran que sélo el HGF pero no el EGF produce la fosforilacion de Met y
que la inhibicién del EGFR no afecta a la activacion de Met inducida por HGF
[Scheving et al., 2002]. Sin embargo, a diferencia de las células ovales, tanto la
inhibicién de la actividad del EGFR [Scheving et al., 2002] o de la sintesis y actividad
del TGF-o [Tomiya et al., 2000] bloquean los efectos mitogénicos del HGF en los
hepatocitos. Esto, junto con resultados que indican la capacidad del HGF para inducir
la transcripcion del mMRNA de TGF-a en células HepG2 [Shiota et al., 1994], sugiere
que en hepatocitos normales y tumorales, el HGF podria promover la proliferacion en
una manera dependiente del EGFR a través de la produccion de ligandos del EGFR.
Una interaccion cruzada similar, dependiente de la transcripcion, entre Met y EGFR se
ha establecido en varios tipos celulares, incluyendo células malignas y no
transformadas [Spix et al., 2007, Reznik et al., 2008], siendo necesaria para la
induccion de proliferacion y motilidad. Nuestro trabajo demuestra que este mecanismo
no opera en células ovales, ya que, a pesar de que los resultados sugieren que el eje
de senalizacion HGF/Met regula la expresion de TGF-a (Fig 3A y Fig.6), se observa
que ni la sefalizacién (Fig. 7A y Fig. 8A) ni las actividades mitogénica y antiapoptética
mediadas por el eje HGF/Met necesitan del EGFR (Fig. 9 y Fig. 10). Por tanto, estos
resultados descartan que el EGFR intervenga en los efectos mediados por el HGF en
células ovales. En conjunto, estos hallazgos ponen de relieve que la interaccién
cruzada entre EGFR y Met y los mecanismos que median esta interaccién son
dependientes del tipo celular y del contexto, revelando una enorme plasticidad de los
mecanismos de sefalizacion celular, lo que permite a las células ajustarse a un
ambiente en continuo cambio. Adicionalmente, a pesar de que la interaccion cruzada
entre Met y EGFR parece jugar un papel prevalente en oncogénesis, podria también
ser relevante en algunos contextos particulares no tumorigénicos, como son el
desarrollo embrionario, la homeostasis tisular y la regeneracion, donde la interaccién
cruzada entre redes de sefalizacion podria ser crucial para el control de la
proliferacién, supervivencia y motilidad y en ultimo término para la ejecucion exitosa de
cualquiera de estos procesos. La causa por la que en células ovales el HGF no usa el
EGFR como colaborador en la senalizacion proliferativa o antiapoptética permanece
sin esclarecer. Ciertamente, la comunicacion entre estos dos receptores podria ser
beneficiosa ya que proporcionaria plataformas adicionales de sefializacién para el
control de la respuesta y el destino celular. Una posibilidad es que el EGFR tenga un
papel menos central en la regulacién de las células ovales del que tiene en hepatocitos
y otras células epiteliales. También es posible que Met tenga, en células ovales, otras
parejas preferidas, entre las mdultiples proteinas de membrana con las que puede
interactuar [Lai et al., 2009]. Por otra parte, el hecho de que el HGF no necesite la
activacion de la actividad quinasa del EGFR para promover sus acciones puede ser
visto como una sefial de un papel mas dominante para Met en las células ovales,
siendo capaz de disparar respuestas celulares sea el EGFR funcional o no.

Es posible que la interaccion cruzada entre EGFR y Met pudiera adquirir
relevancia en células transformadas, donde podria ser un mecanismo importante para
amplificar la sefalizaciéon mediada por ambos RTKs, contribuyendo a la transformacién
celular. De acuerdo con esto, la sobreexpresion de TGF-a en células epiteliales de
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higado de rata no transformadas (RLEC) y clones tumorales derivados de ellas
produce la fosforilacion de Met en ausencia de HGF [Presnell et al., 1997]. De manera
similar, lineas celulares tumorales de hepatocarcinoma y de otros origenes muestran
una fosforilacion constitutiva de Met, efecto que es inhibido mediante anticuerpos
neutralizantes contra el TGF-a y/o EGFR o mediante tratamiento con AG1478 [Jo et
al., 2000]. A diferencia de las células ovales, la fosforilacion constitutiva de Met en
lineas celulares de HCC no parece estar asociada con la expresion del transcrito del
HGF, sino mas bien con la expresién autocrina de TGF-a. Este y otros estudios
establecen una relacién directa entre la malignizacion de las células ovales y la
sefalizacién autocrina, la interaccién cruzada entre receptores y la alteracion en la
respuesta a factores de crecimiento. En consonancia con esta idea, se han identificado
bucles autocrinos de HGF y TGF-a en células ovales de rata transformadas y se ha
comprobado que la presencia de estos bucles autocrinos confieren propiedades
tumorogénicas [Laird et al., 1994; Isfort et al., 1998; Presnell et al.,, 1998]. Por el
contrario, cuando en la linea de células ovales LE6 (no tumorogénica) se modulo la
expresion de Myc, TGF-a o la combinacion de ambas, se encontré que sélo las células
ovales transfectadas con Myc y Myc/TGF-a, pero no las células ovales que expresan
unicamente TGF-a, desarrollan tumores cuando son inyectadas en ratones desnudos
[Cheung et al., 2007]. Ademas, nuestros resultados también han demostrado que las
células ovales muestran un activacion autocrina de Met y sin embargo no muestran
ningun signo de transformacion [del Castillo et al., 2008a]. Por tanto, parece que los
bucles autocrinos de TGF-o/EGFR y HGF/Met no son suficientes para promover la
transformacion de células ovales. Sin duda, podrian ser una caracteristica comun en
células epiteliales inmaduras transformadas y contribuir al crecimiento de las células
tumorales hepaticas, pero la transformacion neoplasica necesita otros elementos
adicionales.

En conclusién, en células ovales los receptores EGFR y Met controlan
respuestas biolégicas comunes, como la mitogénesis y proteccidén contra apoptosis.
Ademas, nuestros resultados indican que el EGFR parece mediar la proliferacion de
manera mas eficiente y relevante que Met, mientras Met parece tener efectos Unicos y
prevalentes como sefal pro-supervivencia, sugiriendo que las respuestas inducidas
por la activacion de estos dos RTKs no son completamente solapantes. Ademas,
aunqgue nuestros resultados no pueden descartar que el EGFR y Met puedan actuar de
manera cooperativa y/o coordinada para promover estas actividades en contextos
especificos, muestran que ninguno de los dos RTKs dependen de la actividad del otro.
Quedan abiertas importantes cuestiones respecto a la posibilidad de que la interaccion
EGFR-Met pueda ser activada tras la transformacién de las células ovales y contribuir
al desarrollo o progresion del HCC. Ciertamente, la falta de interaccion entre RTKs
podria constituir un mecanismo de seguridad para proteger las células ovales de la
transformacion maligna.
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2. Proteccién por HGF autocrino frente a la apoptosis inducida
por TGF-f en células ovales.

El TGF-B es un conocido inductor de apoptosis en células hepaticas. Durante la
regeneracion hepatica mediada por hepatocitos, el TGF- limita la respuesta
regenerativa inhibiendo la proliferacion de los hepatocitos pero también induciendo
apoptosis [Fausto et al., 2006]. Nuestro grupo, y otros, han demostrado la capacidad
del TGF-B de inducir apoptosis in vitro en distintas células hepaticas, como hepatocitos
fetales, adultos y regenerantes y células de hepatoma Hep3B [Oberhammer et al.,
1992; de Juan et al., 1992a; Fabregat et al., 1996; Sanchez et al., 1996; Sanchez et
al., 1999; Herrera et al., 2001a; Carmona-Cuenca et al., 2008]. El TGF-p también tiene
efectos inhibitorios en células progenitoras hepaticas. De hecho, la sobre-expresion de
TGF-B en higado conduce a una disminucion en la expansién de la poblacion de
células ovales inducida por la dieta DDC [Preisegger et al., 1999]. En concordancia
con estas observaciones in vivo, nosotros hemos demostrado que el TGF-3 induce
apoptosis e inhibe la proliferacion en células ovales in vitro [del Castillo et al., 2008a],
apoyando un papel citostatico y citotéxico para el TGF-f en células progenitoras
hepaticas. Sin embargo, hay que mencionar que el andlisis comparativo entre células
progenitoras adultas hepaticas y hepatocitos ha puesto en evidencia que las células
progenitoras son mas resistentes a los efectos antiproliferativos y proapoptoticos
inducidos por TGF-f tanto in vitro como in vivo [Clark et al., 2005; Nguyen et al., 2007].
De hecho, se ha propuesto que estas diferencias en la sensibilidad al TGF-p entre
células progenitoras y hepatocitos maduros podrian suponer una ventaja selectiva
para las células progenitoras in vivo en condiciones de dafio hepatico. Existen
diferentes mecanismos que podrian explicar esta respuesta diferencial, entre ellos la
posible sobre-activacion de sefiales de supervivencia en células progenitoras como
consecuencia de la produccion autocrina de factores de crecimiento/supervivencia,
como el HGF. En este sentido, nosotros también hemos demostrado que el HGF tiene
un efecto protector frente a la apoptosis inducida por TGF-f [del Castillo et al., 2008a].
Asi, el pretratamiento con HGF exégeno disminuye significativamente la muerte
inducida por TGF-B en las células ovales. Ademas, las células ovales tienen un bucle
autocrino de HGF, de manera que incluso en ausencia de HGF exdgeno las células
ovales Met™™ presentan una mayor resistencia que las células ovales Met” frente a
la apoptosis inducida por TGF-p.

Con objeto de estudiar con mas detalle el mecanismo por el cual el eje
HGF/Met protege de la muerte por TGF-B, en primer lugar estudiamos si el HGF
podria interferir o modular de alguna manera la sefalizacion disparada por esta
citoquina, ya que se habia descrito que el HGF puede afectar a la sefializacion
mediada por Smads en distintos tipos celulares y a través de distintos mecanismos.
Estos mecanismos incluyen la regulacion negativa de la translocacion y acumulacion
en el nucleo de las proteinas Smad2/3 activadas [Yang, Dai y Liu, 2003a], induccién
de la expresion de decorina, una proteina que puede secuestrar TGF- [Kobayashi et
al., 2003], estabilizacion del co-represor transcripcional de Smads TGIF [Dai y Liu
2004] y aumento de la expresion del co-represor SnoN [Yang, Dai y Liu, 2003b]. Sin
embargo, nuestros datos parecen descartar que el HGF autocrino interfiera con la
sefalizacién mediada por Smads, ya que la falta de un receptor Met activo no afecta a
la fosforilacién de Smad2, ni a su translocacién al nucleo o su actividad transcripcional
(Fig.12). Ademas de la sefalizacion mediada por Smads o via candnica, nuestros
resultados demuestran la activacion de las quinasas Akt, ERK1/2, JNKs y p38 en
células ovales tratadas con TGF-B (Fig.13A) constituyendo la primera evidencia de que
el TGF-B induce vias de sefalizacion no candnicas en células progenitoras. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el patrén de activacién de Akt
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y ERK1/2, para las cuales se ha descrito un papel regulador negativo sobre la
apoptosis inducida por TGF-B en distintos sistemas celulares, incluidas células
tumorales hepaticas [Park et al., 2002; Caja et al., 2009], lo que descartaria su
implicacién en la sensibilidad diferencial a apoptosis entre células ovales Met™™ y
Met”. En cuanto a p38 y JNK, aunque se ha demostrado que pueden jugar un papel
critico en la induccion de apoptosis por TGF-p [Perlman et al., 2001; Hyman et al.,
2002; Park et al 2002; Schuster et al., 2002; Yu et al., 2002], su implicacion parece ser
dependiente del tipo celular o del contexto en particular. En células hepaticas los datos
no son claros. Algunos autores han descrito que p38 y/o JNK son necesarias para la
induccién de apoptosis por TGF-B en lineas de hepatoma o hepatocitos murinos
(AML12) [Yoo et al., 2003; Kim et al., 2004]. Sin embargo, resultados anteriores de
nuestro grupo indican que p38, aunque es activada en hepatocitos fetales de manera
dependiente de ROS, es completamente dispensable para los fendmenos apoptoticos
inducidos por TGF-f (disminucién de los niveles de Bcl-x,, liberacién de citocromo c al
citosol y pérdida de viabilidad celular) [Herrera et al., 2001c]. Por otra parte, el EGF,
que impide la apoptosis inducida por TGF-B en hepatocitos fetales, no afecta a la
activacion de JNK por la citoquina, lo que sirve como una evidencia de que JNK
tampoco es esencial para la respuesta apoptotica [Carmona-Cuenca et al., 2006]. Los
resultados obtenidos en células ovales estarian mas en consonancia con estas
observaciones. Asi, los datos presentados en la Fig.13 demuestran que en células
ovales ni p38 ni JNK son requeridas para la apoptosis inducida por TGF-f, puesto que
la inhibicién quimica de p38 o JNKs no tuvo efecto en el aumento de la actividad
caspasa-3 promovido por TGF-B. En resumen, nuestros datos muestran que la
activacion de Akt, ERK1/2, p38 y JNKs disparada por TGF-B no influyen de manera
relevante en la respuesta apoptética inducida por TGF- en células ovales. Ademas,
parecen descartar que las diferencias en la respuesta apoptética al TGF-p observadas
entre lineas Met™™ y Met”, se deban a una activacion diferencial de estas vias entre
ambas lineas celulares. Es posible que estas rutas de senalizacion activadas por
TGF-B en células ovales estén implicadas en otras respuestas celulares a esta
citoquina. Uno de los puntos a explorar seria la implicacion de las MAPKs en la EMT
inducida por TGF-B. En este sentido, hay evidencias en la literatura de que la
activacion de la via Ras/ERKs [Xie et al., 2004], o p38 y JNKs [Bakin et al., 2002;
Yamashita et al., 2008] es necesaria para la induccién de EMT en respuesta a TGF-3
en distintos tipos de células epiteliales. Experimentos adicionales son necesarios para
determinar si esto también ocurre en células ovales.

En este trabajo hemos realizado un estudio sobre el mecanismo que media la
apoptosis desencadenada por el TGF-B en células ovales. Nuestros datos son la
primera prueba de que la apoptosis inducida por esta citoquina en células ovales se
desarrolla por la via mitocondrial. Asi, el TGF-p induce la despolarizacién de la
membrana mitocondrial (Fig. 14A), la salida del citocromo c al citosol (Fig. 14B) y un
aumento de la actividad caspasa-3 (Fig. 14C). Estos resultados estan en consonancia
con datos previos de nuestro grupo y otros, que han demostrado la implicacidén de la
mitocondria en el proceso de apoptosis inducido por TGF-B en distintas células
hepaticas, como hepatocitos fetales y adultos de rata y células de hepatoma de rata
FaO [Rodrigues et al., 1999; Freathy et al., 2000; Herrera et al., 2001b; Albright et al.,
2003]. Las proteinas de la familia Bcl-2 tienen un papel fundamental en el
mantenimiento de la integridad mitocondrial, por lo que su desregulacion se considera
también indicativa de una implicacion de la mitocondria en la muerte celular. Nuestros
resultados demuestran claramente que en respuesta al TGF-$ se induce la expresion
de Bim y Bmf, proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, en células ovales (Fig. 15).
El aumento de la expresion de Bim y Bmf en respuesta a TGF-p se ha observado
previamente en células hepaticas no tumorales (hepatocitos primarios y hepatocitos
inmortalizados AML12) y tumorales (células FaO de hepatoma de rata y células Hep3b
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de hepatocarcinoma celular humano) [Ramjaun et al., 2007; Caja et al., 2011]; asi
como en células no hepaticas, como células epiteliales de glandula mamaria NMuMG
y células epiteliales gastricas SNU16 [Ohgushi et al., 2005; Ramjaun et al., 2007].
Ademas, distintos abordajes y modelos experimentales, que incluyen el silenciamiento
génico, ha permitido demostrar un papel fundamental para estas proteinas en la
apoptosis inducida por TGF-3 en otros modelos, siendo necesario en algunos casos el
silenciamiento de ambas para una proteccién total frente a la apoptosis [Wildey et al.,
2003; Ohgushi et al., 2005; Ramjaun et al., 2007; Ramesh et al., 2008]. Nosotros no
hemos llevado a cabo experimentos que nos permitan comprobar de una manera
directa si Bim, Bmf o los dos son esenciales para el proceso apoptético inducido en
células ovales por TGF-B. Sin embargo, el hecho de que haya una relacién estrecha
entre los niveles y la cinética de induccion de Bmf y el grado de sensibilidad a
apoptosis, que no se observa en el caso de Bim (Fig. 15 y Fig. 19), podria servir como
una evidencia de un papel mas relevante para Bmf en el proceso apoptoético. Por otra
parte, es importante recordar que tanto Bim como Bmf pertenecen a la subfamilia de
proteinas BH3-only de la familia de Bcl-2. Esta subfamilia se subdivide a su vez en
proteinas “sensibilizadoras y/o des-represoras”, que se unen Unicamente a las
proteinas anti-apoptéticas e incluyen a Bad, Noxa, Bik, Hrk y Bmf, y “activadores
directos” (Bid y Bim), que son capaces de interactuar con las proteinas anti-
apoptéticas y efectoras. Se han propuesto diferentes modelos para explicar la
dindmica entre las proteinas anti-apoptéticas y las pro-apoptéticas, tanto efectoras
como BH3-only, que controla la decisidn final de llevar a cabo el proceso de muerte
celular [Strasser et al., 2011]. Nuestros resultados indican que el TGF-p incrementa la
expresion del activador directo Bim y del sensibilizador o des-represor Bmf en células
ovales. Aunque no podemos excluir otras hipotesis, estos datos también podrian
sugerir que la apoptosis inducida por TGF-B en células ovales se ajusta al modelo de
des-represion: un activador directo (Bim) interacciona con las proteinas anti-
apoptéticas (Bcl-x, no es modulada por TGF-B) y la inducciéon de un “sensibilizador o
des-represor’” (Bmf) permite liberar este activador directo para promover Ila
permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa (MOMP= Mitochondrial Outer
Membrane Permeabilization). En base a todo esto, es evidente que nuestros
resultados dejan abiertas distintas hipdtesis y que se necesitan experimentos
adicionales para aclarar cual es el papel concreto que juegan estas dos proteinas en la
respuesta apoptética mediada por TGF- en células ovales.

La influencia de los factores de crecimiento en la regulacion transcripcional de
Bmf es poco conocida. No obstante, se ha descrito que el EGF contrarresta la
induccidn de su transcripcion, ya que en células epiteliales de mama humanas MCF-
10A la eliminacion del EGF del medio disparaba la induccion de Bmf y ademas la
expresion ectopica de ErbB2 provocd una supresion significativa del aumento de la
expresion de Bmf debida a anoikis [Schmelzle et al., 2007]. Nuestros resultados
sugieren que la sefalizacion autocrina a travées de Met regula negativamente el
incremento de la transcripcién de Bmf inducida por TGF-f en células ovales (Fig. 15).
No hay ningun dato en la literatura sobre la posible regulacion de Bmf por la via de
senalizacion de HGF/Met, pero si de la regulacion de otros miembros de la familia. Asi,
la accién antiapoptética del HGF en células endoteliales humanas sometidas a hipoxia
esta asociada con la induccion de la expresion de Bcl-2 [Yamamoto et al., 2001]. En
hepatocitos primarios humanos, el HGF protege frente a la apoptosis inducida por el
ligando de Fas mediante la induccion de la expresién de Mcl-1 a través de la
activacion de la via PI3K/Akt [Shulze-Bergkamen et al., 2004]. Estas observaciones,
junto a otras no citadas aqui, han puesto de manifiesto que la accién antiapoptoética de
la via HGF/Met depende en gran medida de su capacidad para inducir la expresién de
proteinas antiapoptoéticas. Los resultados presentados en este trabajo constituyen la
primera evidencia de que la regulacion negativa de la expresion de proteinas pro-
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apoptoticas, como Bmf, también podria contribuir de forma importante a la accién
antiapoptoética mediada por HGF/Met.

El conocimiento de los mecanismos que regulan la inducciéon de Bim y Bmf por
TGF-B en células ovales requiere una mayor investigacion, aunque se ha descrito en
otros modelos celulares que los ROS son necesarios, pero no suficientes, para la
induccién de Bim y Bmf en respuesta a TGF-f y varias evidencias indican que su
induccion es dependiente de Smads [Wildey et al., 2003; Ramjaun et al., 2007; Yu et
al., 2008]. Curiosamente, la inhibiciéon de p38 también inhibe de forma muy significativa
la induccién de Bmf, y en menor medida de Bim, en hepatocitos de raton
inmortalizados (AML12) [Ramjaun et al., 2007], un modelo en el que a diferencia de lo
que ocurre en hepatocitos fetales de rata [Herrera et al., 2001c] o en células ovales de
raton (Fig. 13) la activacién de p38 es necesaria para la respuesta apoptoética inducida
por TGF-B. Es por tanto, un campo abierto de investigacion futura en nuestro
laboratorio.

Trabajos previos de varios grupos, incluido el nuestro, han demostrado una
importante funcion de los ROS en la apoptosis inducida por TGF-$ en distintos tipos
celulares [Thannickal y Fanburg, 1995; Sanchez et al., 1996; Herrera et al., 2001a].
Asi, en hepatocitos fetales de rata, la apoptosis inducida por TGF-§ esta precedida por
un aumento de ROS intracelulares y es bloqueada por agentes antioxidantes [Sanchez
et al., 1996]. En el presente trabajo, demostramos que en células ovales el TGF-
aumenta la produccion de ROS, al igual que sucede en hepatocitos fetales (Fig.16).
Diferentes mecanismos han sido implicados en la generacién de ROS por TGF-f en
células hepaticas. Por un lado, el TGF-B reprime la expresion de enzimas
antioxidantes. Asi, en hepatocitos, el tratamiento con TGF-f3 disminuye la expresion de
las enzimas MnSOD, Cu/ZnSOD, catalasa [Kayanoki et al., 1994; Herrera et al., 2004]
y v-GCS [Franklin et al., 2003]. Ademas, el analisis del transcriptoma de células de
hepatoma (FaO) en respuesta a TGF-f revela una disminucion de la transcripcion de 9
enzimas antioxidantes, entre ellas, las dos primeras enzimas de la ruta de biosintesis
del glutation, y-GCS y glutation sintetasa [Coyle et al., 2003]. Nuestros resultados
concuerdan con todos estos estudios y muestran que el TGF-f disminuye los niveles
de mRNA y proteina de SOD2 (MnSOD) y los niveles de proteina de y-GCS y catalasa
(Fig. 17). Un segundo mecanismo a través del cual el TGF-p afecta al estado redox
celular es la induccion de la expresion de NADPH oxidasas, responsables de la
produccién de ROS extramitocondriales. De hecho, resultados previos del grupo han
demostrado que NOX4 es necesaria para la induccién de apoptosis por TGF- en
hepatocitos y células de hepatocarcinoma Hep3B, ya que su silenciamiento disminuye
notablemente los efectos citotéxicos de esta citoquina [Carmona-Cuenca et al., 2008].
Los estudios realizados en células ovales demuestran claramente que el TGF-f induce
un aumento de la transcripcion de NOX4 en estas células, aunque el papel que juega
NOX4 en la respuesta apoptética inducida por TGF-$ esta aun por determinar.
Independientemente de cual/es son los mecanismos que median el proceso de estrés
oxidativo inducido por TGF-B en células ovales, es importante destacar que nuestros
resultados aportan evidencias solidas de que el efecto antiapoptético promovido por la
sefalizacion autocrina de HGF/Met se debe, al menos en parte, a su capacidad para
contrarrestar este proceso de estrés oxidativo. Esta hipotesis esta basada en el hecho
de que todos las alteraciones provocadas por el TGF-B a nivel del estado redox de las
células ovales estan amplificadas en las células que carecen de un receptor Met
funcional (células Met”). Asi, estas células presentan: i) mayor contenido de ROS
intracelulares (Fig. 16A); ii) disminucidon mas acusada y sostenida en el contenido de
glutation (Fig. 16B), iii) disminucion mas potente de la expresién de las enzimas
antioxidantes SOD2 y y-GCS (Fig. 17B). No esta claro si es el incremento exacerbado
de la produccién de ROS o la disminucion mas acusada de los niveles de y-GCS, o
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ambos, los que conducen a una imposibilidad de las células Met”" para recuperar los
niveles de glutation a niveles semejantes al control, pero lo que es evidente es que
estas células presentan un desbalance redox mucho mas acusado. En este sentido,
existen numerosas evidencias en la literatura, tanto en células hepaticas como no
hepaticas, de que el HGF puede funcionar como un factor antioxidante capaz de
proteger contra la muerte celular inducida por estrés oxidativo, principalmente
mediante la modulaciéon de los niveles intracelulares de glutation y/o la expresion y
actividad de enzimas antioxidantes [Tsuboi et al., 1999; Kannan et al., 2004;
Santangelo et al.,, 2007; Arends et al.,, 2008; Valdés-Arzate et al., 2009], aunque
también puede disminuir la actividad de enzimas generadoras de ROS, como la
NADPH oxidasas [Niimura et al., 2006]. En algunos modelos, como las células
mesangiales de rata sometidas a estrés oxidativo inducido por altas concentraciones
de glucosa, el HGF ejerce una doble accion antioxidante, inhibiendo la induccion de
enzimas productoras de ROS, como la p22(phox), un componente del sistema de las
NADPH oxidasas, e impidiendo la reduccion de la expresion de la GCLC (y-GCS) [Li et
al.,, 2006], es decir tanto inhibiendo la produccion de ROS como favoreciendo su
eliminacion. Algo similar podria estar ocurriendo en células ovales tratadas con TGF-§,
ya que en ausencia de Met, no solo se observa una mayor pérdida de enzimas
antioxidantes (Fig. 17B), sino también una mayor induccion de NOX4 (Fig. 18A),
aunque las diferencias no alcancen la significatividad estadistica. La existencia de una
estrecha conexion entre Met y el control del metabolismo redox celular se ha puesto
también en evidencia en un estudio comparativo de los perfiles de expresién génica de
hepatocitos carentes del receptor Met y hepatocitos control en condiciones basales,
realizado mediante la tecnologia de los arrays de DNA. Este estudio muestra una
mayor produccion de ROS y una mayor expresiéon de genes antioxidantes (entre ellos
v-GCS) en los hepatocitos carentes del receptor Met [Kaposi-Novak et al., 2006]. Sin
embargo, este aumento basal adaptativo de genes antioxidantes y enzimas
detoxificantes de fase Il sélo puede sostener la tolerancia al estrés oxidativo en
condiciones basales, pero falla al proteger de un dafio oxidativo mayor como el
inducido por N-nitrosodietilamina o Jo-2, como lo demuestra el aumento del potencial
hepatocarcinogénico in vivo de la N-nitrosodietilamina en ratones con delecion de Met
especifica de higado y de la apoptosis inducida por Jo-2 en hepatocitos deficientes en
la actividad tirosina quinasa de Met in vitro [Takami et al., 2007, Gomez-Quiroz et al.,
2008]. Es de resaltar que en la mayoria de los sistemas analizados, incluidas las
células ovales, el efecto antioxidante y protector del HGF se observa solo cuando las
células se pretratan durante varias horas con HGF, mientras que trabajos de nuestro
grupo han demostrado que el tratamiento simultaneo con HGF y TGF-3 no protege de
los efectos apoptéticos de este ultimo en hepatocitos fetales [Fabregat el al., 2006].
Estos datos, en conjunto, sugieren que el HGF induce la sintesis de novo de enzimas
antioxidantes, enriqueciendo las defensas antioxidantes de la célula y preparandolas
de antemano para contrarrestar el estrés oxidativo y los efectos celulares que éste
produce, inducidos por distintos estimulos como el TGF-§.

El HGF al unirse a su receptor Met dispara distintas vias de sefalizacion
intracelulares, entre ellas la via PI3K/Akt, que ha sido ampliamente implicada en
procesos de supervivencia celular. La activacion de PI3K por HGF ha mostrado jugar
un papel importante en la proteccién frente a apoptosis inducida por gran variedad de
estimulos en distintos tipos celulares, incluyendo células hepaticas. Asi, el HGF
protege a hepatocitos primarios humanos de la apoptosis mediada por CD95 (Fas) y
esta proteccién es revertida por el inhibidor LY294002 y por la transduccién con una
forma dominante negativa de Akt1 [Schulze-Bergkamen et al., 2004]. También se ha
demostrado un papel central para la via PI3K/Akt en la proteccién por HGF frente a la
apoptosis inducida por acidos biliares en hepatocitos [Webster y Anwer, 2001], o por
agentes quimioterapeuticos en células de hepatoma [Grotegut et al., 2010], asi como
en el papel protector del HGF frente a dafo oxidativo inducido por etanol en células
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VL-17A (células de hepatoblastoma humano HepG2 transfectadas con citocromo P450
2E1 y alcohol deshidrogenasa) [Valdés-Arzate et al.,2009]. Los resultados presentados
en este trabajo indican que las células ovales Met™™ pre-tratadas con el inhibidor de
PI3K LY294002 muestran niveles de apoptosis en respuesta al TGF-B semejantes a
los que se observan en células Met” tratadas con TGF-B (Fig. 19). Es decir, la
inhibicion de PI3K en las células Met™™ hace que éstas mimeticen a las células Met™
en cuanto a su respuesta apoptética al TGF-B. Estos resultados son la primera
evidencia de que el eje de senalizacién autocrina HGF/Met/PI3K es fundamental en la
proteccion frente a la apoptosis inducida por TGF- en células progenitoras hepaticas.
Ademas, el hecho de que la inhibicion de la actividad PI3K conduzca a su vez a una
induccidon mas potente y sostenida de Bmf (Fig. 20) parece implicar a la ruta PI3K en la
regulacion negativa de Bmf por HGF/Met y consecuentemente en la proteccién frente
a apoptosis. Estos datos concuerdan con un papel crucial de la via de sefalizacion
PI3K/Akt en la regulacion de la expresion de Bmf, propuesto en otros modelos. Asi, se
ha descrito que la activacién constitutiva de la via Akt mediante la expresion de una
forma mutante oncogénica activa de la subunidad catalitica de la PI3K (p110a) o de
una forma de Akt1 miristoilada activa reduce significativamente la inducciéon de Bmf
debida a anoikis en células epiteliales de mama [Schmelzle et al., 2007]. Resultados
similares se han obtenido en células de melanoma WM793, en las que la expresion de
una forma de Akt3 miristoilada constitutivamente activa anula el aumento de la
transcripcion de Bmf inducido por silenciamiento o inhibicidon quimica de B-raf [Shao y
Aplin, 2010]

En conjunto, nuestros datos demuestran que en células ovales operan
mecanismos que se han demostrado fundamentales para la apoptosis por TGF- en
células hepaticas como la produccion de ROS, la disminucion de la expresion de
enzimas antioxidantes y la induccién de NOX4, Bim y Bmf, abriendo interesantes
temas de exploracion para el futuro. En esta linea seria interesante explorar la
relevancia de Bim, Bmf, NOX4 y estrés oxidativo, asi como la relacién entre ellos, en la
ruta apoptotica inducida por el TGF-B en células ovales. Asimismo, nuestros
resultados demuestran que la sefalizacién autocrina por HGF/Met ejerce un papel
protector frente a la apoptosis inducida por TGF-f oponiéndose al estrés oxidativo y a
la induccidén de Bmf inducido por esta citoquina en células ovales y que este efecto
protector es dependiente de la actividad PI3K. La identificacién de los intermediarios
por debajo de PI3K requiere experimentos adicionales. En este sentido, evidencias en
la literatura han mostrado que la via PI3K-Akt puede activar NFkB y Nrf2 (NF-E2
related factor), que a su vez controlan la expresion de sistemas antioxidantes y
enzimas detoxificantes de fase Il [Ozes et al., 1999; Romashkova y Makarov, 1999;
Osburn y Kensler 2008; Miao y Clair, 2009; Zhang et al., 2012], lo que proporciona
candidatos interesantes de estudio. Por el momento y a falta de pruebas adicionales,
nuestros resultados se podrian encuadrar en esta linea, proponiendo a la via PI3K
como la via de sefalizacion clave que utiliza el HGF para contrarrestar la
desregulacioén del estado redox celular inducido por el TGF-B en células ovales.
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3. EMT inducida por TGF- en células ovales. Efecto de la
ausencia o presencia de un receptor Met funcional.

El conocimiento y estudio de la capacidad de las células hepaticas de sufrir un
proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT) y de los factores que gobiernan este
proceso es de particular relevancia debido al papel que la EMT desempefia en
procesos fisioldgicos, como el desarrollo embrionario o la regeneracion tisular, y
patoldégicos, como la progresion tumoral o la fibrosis.

La capacidad de las células progenitoras de higado adulto para sufrir EMT y los
factores que pueden inducir este proceso en este tipo celular son ampliamente
desconocidos. Las principales evidencias de dicho proceso vienen de trabajos
recientes que demuestran que las células ovales de rata capaces de repoblar un
higado dafiado coexpresan marcadores epiteliales y mesenquimales [Yovchev et al.,
2008]. Ademas, la inyeccion subcutanea en ratones desnudos de la linea de células
ovales de rata LE/6 da lugar a la formacion de tumores con fenotipo mesenquimal en
los que se observa una disminucion en la expresion de E-cadherina y un incremento
en la expresion de Snail, vimentina y N-cadherina [Dong et al., 2009]. Sin embargo, en
este trabajo no se describe cuales son los factores endégenos o microambientales que
impulsan el proceso de EMT en las células transplantadas. Por ultimo, durante el
proceso de fibrosis en un modelo de higado graso no alcohdlico (NAFLD) se observa
la expansion de células ductulares (progenitores hepaticos) que expresan marcadores
de EMT, proceso que esta asociado a la activacion de la via de sefnalizacion de
Hedgehog [Syn et al., 2009]. Sin duda, una de las sefales inductora de EMT mas
potente y conocida es el TGF-B. De hecho, trabajos previos de nuestro grupo han
demostrado que el TGF-p induce EMT en hepatocitos fetales y neonatales de rata
[Pagan et al, 1999; Sanchez et al., 1999; Valdés et al., 2002] y en hepatocitos fetales
humanos [Caja et al., 2010]. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que la poblacion de células ovales que sobreviven al efecto apoptético del TGF-
sufre un cambio fenotipico caracterizado por la adquisicion de una morfologia
fibroblastoide, la pérdida de contactos intercelulares y la reorganizacion del
citoesqueleto de actina en forma de fibras de estrés (Fig. 21). La caracterizacion
fenotipica detallada de las células, tanto a nivel celular como molecular, demuestra
que este cambio morfoldgico se corresponde con un proceso de EMT, evidenciado por
la disminucion de la expresidén de marcadores epiteliales (E-cadherina, citoqueratinas
18 y 19), el aumento de la expresion de marcadores mesenquimales (vimentina y N-
cadherina) (Fig. 22), y el aumento de la expresién de factores de transcripcion
implicados en EMT (SNA1, ZEB1 y ZEB2) (Fig. 23). Nuestros resultados aportan por
tanto una evidencia mas de la capacidad de las células ovales, en nuestro caso de
ratén, de sufrir EMT y demuestran por primera vez de forma directa que el TGF-p es
un inductor de EMT en células progenitoras de higado, contribuyendo asi a ampliar el
conocimiento de los factores que gobiernan la EMT en este tipo celular.

Las células ovales responden in vitro al TGF-p alterando la expresion de uPA,
tPA y PAI-1 (Fig. 24A-C), componentes de uno de los sistemas de proteasas
implicados en la degradacion de la matriz extracelular, en particular, en la conversién
de plasminégeno inactivo en plasmina activa [revisado por Dass et al., 2008]. Este
efecto va a su vez acompanado de un aumento de la expresién de componentes del
colageno tipo 1, collal1 y colla2 (Fig. 24D-E). Estos datos, en conjunto, parecen
sugerir que las células ovales adquieren en respuesta al TGF-B la capacidad de
degradar la matriz celular preexistente y sustituirla por una matriz fibrilar, pudiendo
tener importantes implicaciones en el contexto de la regeneracién hepatica, en el que
las células ovales juegan un papel importante. En procesos de regeneracion, la
inflamacién puede activar una EMT dando lugar a la aparicion de fibroblastos a partir
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de células epiteliales o endoteliales, proceso que si no se resuelve puede producir
fibrosis, como se ha visto en distintos tejidos (rindn, higado, pulmoén, e intestino) [Kim
et al., 2006; Zeisberg et al., 2007a; Zeisberg et al., 2007b; Potenta et al., 2008]. La
fibrosis hepatica se debe a un aumento en la deposicién de colageno tipo | en el
espacio extracelular y constituye una caracteristica comun de varias formas de dafio
hepatico. Hasta ahora, se ha considerado a las células estrelladas activadas las
principales ceélulas fibrogénicas del higado y su papel central en la fibrosis hepatica
esta fuera de toda duda [Reeves y Friedman, 2002]. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha abierto la cuestion de si los hepatocitos y otras células epiteliales del higado
pueden contribuir también a la fibrosis hepatica mediante la generacion de fibroblastos
originados por EMT [revisado por Choi y Diehl., 2009]. En base a esto y a nuestros
resultados, que demuestran que el TGF-f promueve en células ovales una EMT y
cambios importantes en la expresién de colageno y proteinas implicadas en la
remodelacion de la matriz extracelular, es factible pensar que en el higado danado in
vivo, la EMT mediada por TGF-B en células ovales también podria contribuir al
desarrollo y progresion de un proceso de fibrosis.

Siguiendo en esta misma linea, es importante mencionar que el HGF también
es un importante regulador de la remodelacion de la ECM. De hecho, se sabe que el
HGF tiene un potente papel antifibrético in vivo en varios tejidos, incluyendo el higado,
efecto que debe a su capacidad para inhibir tanto la apoptosis como la acumulacion de
ECM estimulados por TGF-f [Matsuda et al., 1995; Matsuda et al., 1997; Ueki et al.,
1999; Xue et al., 2003]. En lo referente al proceso de EMT, se ha descrito que el HGF
exégeno impide la EMT inducida por TGF-$ en células epiteliales de tubulo renal HCK
[Yang y Liu, 2002]. Ademas, en higado, en un modelo in vivo de fibrosis inducida por
ligadura de los conductos biliares, la administraciéon de HGF atenua las lesiones
fibréticas, efecto asociado a una disminucion de la expresién de TGF-f. Esto, junto al
hecho de que el tratamiento in vitro de células epiteliales biliares humanas con HGF
revierte la transformacion fenotipica inducida por TGF-$, lleva a proponer que el HGF
aminora la fibrosis hepatica en parte regulando negativamente la EMT en células
epiteliales biliares [Xia et al., 2006]. Nuestros datos demuestran que tanto las células
ovales Met™™ como las Met” completan el proceso de EMT en respuesta al TGF-B
(Fig. 21, Fig. 22 y Fig. 23), lo que parece indicar que la sefalizacion autocrina
HGF/Met no es capaz de contrarrestar esta respuesta en células progenitoras de
higado adulto. Estos datos no son suficientes para poder concluir que la via de
HGF/Met no tenga ningun papel en la regulacién de EMT en células ovales. Para ello,
se necesitarian estudios adicionales, que incluyesen el analisis del efecto de la
sefnalizacion paracrina de HGF/Met sobre este proceso. Por otra parte, a pesar de que
se observa EMT en células con y sin un receptor Met funcional, es interesante
destacar las diferencias observadas en la induccién de colageno y PAI-1 por TGF-3,
que es mayor en células Met” (Fig. 24C-E), con respecto a las células Met™™. Las
diferencias son particularmente notables en el caso de PAI-1, para el cual se ha
demostrado un papel esencial en la fibrosis, de forma que su deficiencia reduce
significativamente la fibrosis inducida por obstruccion de los conductos biliares, efecto
que esta mediado por la activacion de HGF y tPA [Wang et al., 2007], evidenciando
una asociacion negativa entre PAI-1 y los efectos antifibréticos del HGF. En base a
esto, las diferencias observadas entre células Met™™ y Met” podrian apoyar un papel
para la sefalizacién autocrina HGF/Met en la regulacion negativa de los efectos
profibréticos inducidos por TGF-B en células ovales, de manera que la ausencia de
Met potenciaria dichos efectos. En apoyo de esta hipdétesis, muy recientemente,
usando ratones con una deficiencia en Met especifica de higado, se ha demostrado
que la ausencia de Met resulta en una aceleracion y agravamiento del proceso
fibrogénico inducido in vivo mediante tratamiento con CCl, [Marquardt et al., 2012],
aunque el papel que pudieran jugar las células ovales en este contexto esta aun sin
explorar.
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Ademas de los efectos sobre la expresion de componentes de sistemas de
proteasas degradativas de la ECM, las células ovales experimentan un cambio
profundo en el perfil de expresion de distintas subunidades de integrinas por efecto del
TGF-B (Fig.25), lo que parece reflejar una alteracion en la interaccion célula-ECM, y en
consecuencia un cambio en el microambiente celular. Esto no es sorprendente, ya que
es bien sabido que el TGF- modula a diferentes niveles la actividad de las integrinas,
regulando la expresion tanto de las subunidades que las componen como de sus
ligandos y de otras proteinas asociadas con ellas [revisado por Margadant y
Sonnenberg, 2010]. Mas interesante es el hecho de que esta modulacién es bi-
direccional, de forma que las diferentes integrinas pueden regular a su vez la accion
del TGF-B. Asi, las integrinas amplifican la sefializacién por TGF-f, y por tanto las
respuestas celulares a esta citoquina, y lo hacen principalmente activando el TGF-
B latente acumulado en la matriz extracelular, aunque también modulando la expresion
de componentes de su via de senalizacién como el TGFBRII o Smad7 [revisado por
Margadant y Sonnenberg 2010]. Esta regulacién cruzada tiene importante
consecuencias fisiopatolégicas. De hecho, se sabe que las interacciones que se
producen entre el TGF-f y las integrinas a1B1, a231 y av36 son relevantes durante el
desarrollo y patogénesis de la fibrosis [Kondo et al., 2004; Patsenker et al., 2008;
Puthawala et al., 2008]. En este sentido, la induccion de estas integrinas agravaria el
desarrollo de un proceso fibrético. La interaccién cruzada de integrinas y TGF-3
también juega un papel fundamental durante el desarrollo y progresion tumoral,
contribuyendo a la induccién de EMT, la migracion e invasién de las células tumorales
[Nejjari et al., 2002; Lee et al., 2005; Gianelli et al., 2005; Takayama et al., 2009]. En
células ovales, el TGF- aumenta la expresion de las integrinas a2, a5, a6, av, 1y
disminuye la expresion de (4. Teniendo en cuenta los posibles heterodimeros que
pueden formar dichas subunidades, el TGF-3 conduciria en células ovales al aumento
de la expresion de integrinas como a2p1, a5B1 y a6p1, importantes receptores para
colageno |, fibronectina y laminina [revisado por Gilcrease, 2006], que son ligandos
comunmente activados en respuesta al TGF-, lo que sugiere una activacion indirecta
de estas integrinas. Por otra parte, dado que la subunidad av forma parte de todas las
integrinas identificadas hasta el momento capaces de activar el TGF-$ latente (avp8,
avp6, avp1, avps, avp3) [Munger et al., 1998; Munger et al., 1999; Mu et al., 2002;
Asano et al., 2005; Moyano et al., 2010], es posible pensar que el aumento de la
expresion de la subunidad av que observamos en nuestro modelo celular pueda
conllevar un aumento de la sefializacion por TGF-§ al favorecer la activacion del TGF-
B latente. En definitiva, todos estos datos constituyen evidencias en apoyo de la
retroalimentacion positiva reciproca entre las integrinas y la sefializacion del TGF-§. El
papel que esta posible interaccion juega en la implicacién de las células ovales en
procesos de regeneracion, fibrosis y cancer es un campo totalmente abierto a futuros
estudios.

En este trabajo hemos analizado el efecto del TGF-f3 sobre la expresion de
marcadores de linaje y diferenciacion hepatica. La diferenciacion hepatica es el
resultado de la accion combinada y jerarquica de factores de transcripcion de
expresion elevada en células hepaticas denominados genéricamente LETFs (Liver
Enriched Transcription Factors) y que regulan la transcripcién de genes especificos de
higado como albumina (Alb), transtirretina (TTR), a-1-antitripsina (AAT) o
alfafetoproteina (AFP) [revisado por Schrem et al., 2002; Costa et al., 2003]. Trabajos
previos de nuestro grupo [del Castillo et al., 2008a; y resultados no publicados] han
revelado que las células ovales expresan algunos LETFs miembros de las familias
HNF1, Foxa, HNF4 y Onecut, aunque a distintos niveles. En el presente trabajo
demostramos que el proceso de EMT inducido por TGF-f en células ovales esta
acompanado por una fuerte disminucidén de la expresion de HNF1p3, Foxa1, Foxa2,
Foxa3, HNF4a y Onecut-1 (Fig. 26), que conduce a su vez a una disminucién drastica
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en los niveles de albumina y alfaproteina (Fig. 27), lo que parece indicar que el TGF-$
induce una marcha atras en el proceso de diferenciacion de las células ovales. Estos
resultados concuerdan con trabajos previos en los que hemos documentado que el
proceso de EMT inducido por el TGF-B en hepatocitos fetales de rata y humanos
[Fabregat et al., 1996; Sanchez et al., 1999; Valdés et al., 2002; Caja et al., 2010], asi
como hepatocitos neonatales de rata [Pagan et al., 1999] esta acompafiado de una
represiéon de la expresion de distintos HNFs y la consecuente disminucién de la
expresion de albumina y AFP. Ademas, otros autores han demostrado que Snail
reprime HNF4o en hepatocitos [Cicchini et al., 2006], lo que refuerza la idea de que la
EMT inducida por TGF-B en células hepaticas se asocia con un proceso de
desdiferenciacion.

El analisis comparativo entre células Met™™ y células Met” parece indicar que
el proceso de desdiferenciacion es mas acusado en las células Met”, que presentan
una mayor disminucion de la expresion de HNF4a, Onecut1, Foxa1, Foxa3, albumina y
AFP en respuesta al TGF-f (Fig. 26 y Fig. 27). Destacan las diferencias en la
regulacion negativa de la expresién de AFP, que no es estadisticamente significativa
en células ovales Met™™ pero si en Met” (Fig. 30B). Estos resultados apuntan a que
el eje autocrino HGF/Met contrarresta parcialmente la regulacién negativa por TGF-$3
de la expresion de genes de diferenciacion hepatica. Existen numerosos datos de la
literatura que han demostrado la implicacion de HGF en la induccion de la
diferenciacion de células madre/progenitoras embrionarias y adultas de distintos
origenes hacia hepatocitos [Suzuki et al., 2000; Minguet et al., 2003; Suzuki et al.,
2002; Suzuki et al., 2003; revisado por Sanchez y Fabregat, 2010]. De hecho, el HGF
esta presente en practicamente todas las estrategias de diferenciacién in vitro
[revisado por Snykers et al., 2009]). Ademas, es interesante destacar un trabajo
reciente en el que se demuestra que la falta de Met en el higado afecta negativamente
a la expansion de células ovales inducida por tratamiento con DDC, efecto que se
debe a una disminucidén de la proliferacion, migracion y diferenciacién in vivo a
hepatocitos [Ishikawa et al., 2012], revelando un papel critico para Met en la
diferenciacion de células ovales hacia el linaje de hepatocitos. No obstante, nuestro
trabajo es el primer estudio directo sobre la capacidad de la sefializacion autocrina de
HGF/Met de modular el estado de diferenciacion de las células progenitoras en
respuesta al TGF-B. Aqui, presentamos evidencias suficientes para proponer que la
via HGF/Met regula negativamente los efectos de desdiferenciacion inducidos por el
TGF-p de células progenitoras de higado adulto. En consistencia con estos datos,
trabajos previos del grupo demostraban que en hepatocitos fetales de rata, el co-
tratamiento con HGF impide la represién de la expresion de HNF4, albumina y AFP
inducidos por TGF- [Fabregat et al., 1996]. En contraposicion, en células MMH (Met
Murine Hepatocyte, células hepaticas inmortalizadas derivadas de un raton
transgénico que expresa una forma truncada constitutivamente activa del receptor Met
humano) de fenotipo epitelial, el TGF-B induce pérdida de la morfologia epitelial,
acompanada de pérdida de E-cadherina, ZO-1, HNF4 y HNF1a, a pesar de la
activacion constitutiva de Met [Spagnoli et al., 2000], lo que sugiere que el efecto de
Met sobre la EMT y la desdiferenciacion asociada, inducida por TGF-B podria
depender del estado de maduracién celular y estar restringido a células hepaticas
inmaduras.

Es importante también resaltar que nuestros datos ponen en evidencia una vez
mas la asociacion inversa entre la expresion de genes reguladores claves de EMT y la
expresion de HNFs, apoyando la idea de que los HNFs pueden jugar un papel
importante en el control del mantenimiento del fenotipo epitelial, dado que la EMT es
un proceso en el que por definicion se pierden las caracteristicas epiteliales. En los
ultimos afios se estan acumulando evidencias en esta direccion. Un buen ejemplo lo
constituye el trabajo de Santangelo y colaboradores [Santangelo et al., 2011] que
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demuestra que HNF4a, en cooperaciéon con su diana HNF1a, inhibe la transcripcion de
reguladores claves de la EMT (Snail y Slug) asi como de varios marcadores
mesenquimales, de forma que su silenciamiento dispara el programa mesenquimal en
hepatocitos tanto in vitro como in vivo. Por tanto, el papel crucial de HNF4o en la
induccién y mantenimiento de la diferenciacion hepatocitica no solo depende de su
capacidad para activar la expresion de genes de diferenciacion hepatica, sino también
de su capacidad para reprimir de manera continuada el programa mesenquimal. En
definitiva, estos datos ponen de manifiesto que la diferenciacién hacia hepatocitos
(células altamente especializadas y de naturaleza epitelial) es el resultado de la
integracién entre la morfogénesis epitelial y la expresion de genes especificos de
higado, procesos en los que los HNFs parecen jugar un papel clave.

La pérdida de expresion de marcadores del linaje hepatico inducida por TGF-$
en células ovales estd acompafiada de un incremento de la expresion de nestina
(Fig.28). La nestina es una proteina formadora de filamentos intermedios que se
describié originalmente como marcador de células madre/progenitoras neurales
durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso central [Lendahl et al., 1990].
Desde su identificacién, la nestina se usa ampliamente como marcador de células
madre neurales no sélo embrionarias sino también adultas [Lendahl et al., 1990;
Gilyarov, 2008]. Sin embargo, la expresion de nestina no esta limitada unicamente a
células madre/progenitores del sistema nervioso central, habiéndose detectado en
varios tipos de células progenitoras adultas. En el higado adulto de ratones
transgénicos en los que la expresion de GFP (Green Fluorescent Protein) esta bajo el
control de elementos reguladores del gen de la nestina, la expresion de GFP marca
una subpoblacién de células epiteliales pequefias que proliferan en respuesta a dafio
hepatico por CCl, y que por morfologia, localizacion y marcadores fenotipicos fueron
identificadas como células ovales [Gleiberman et al., 2005]. A falta de pruebas
adicionales que aclaren el significado de la expresion de nestina en células ovales
tratadas con TGF-f, nuestra hipotesis es que es una evidencia mas de un paso atras
en el compromiso de linaje de las células y de la adquisiciéon de un fenotipo mas
inmaduro o temprano y probablemente con mayor potencial de diferenciacion. En
apoyo de esta hipotesis, progenitores pancreaticos y células madre/progenitoras de
foliculo piloso seleccionados en base a la expresion de nestina han demostrado
comportarse como progenitores multilinaje [Zulewski et al., 2001; Amoh et al., 2005].
Ademas, trabajos in vitro de diferenciacion de células madre embrionarias a través de
la formacién de cuerpos embrionarios, mostraron que tras la diferenciacion
espontanea o inducida hacia linajes neurales, pancreaticos o hepaticos, se observa
una co-expresion transitoria de nestina con marcadores especificos de linaje, como
GFAP (glial fibrillary acidic protein, marcador de células neurogliales), péptido-C
(marcador de células pancreaticas) y albumina (marcador de linaje hepatico),
Uunicamente en puntos temporales que definen el comienzo del compromiso a linaje
perdiéndose la expresion al progresar la diferenciacién [revisado por Wiese et al.,
2004]. Por otra parte, hay que mencionar que resultados previos habian establecido
una asociacion entre la induccién de EMT por TGF-B y la adquisicion de un fenotipo
de célula madre/progenitora. Asi, los hepatocitos fetales de rata adquieren la
expresion de OV-6 (antigeno expresado en células ovales) tras la EMT inducida por
TGF-B [Valdés et al., 2002], lo que esta asociado a su vez a la adquisicion de un
fenotipo inmaduro bipotencial, con capacidad de diferenciarse tanto a colangiocitos
como a hepatocitos [del Castillo et al., 2008b]. Algo similar ocurre en hepatocitos
fetales humanos que sufren EMT y adquieren caracter de célula progenitora cuando
son tratados con TGF-B, como se infiere del aumento de la expresion de Thy-1 (CD90)
[Caja et al., 2010]. En el caso de las células ovales, el proceso de EMT inducido por
TGF-B no estaria asociado con la adquisicion de un fenotipo de célula progenitora en
si, que ya este es propio de la célula oval, pero si con un paso atras en el proceso de
diferenciacion y compromiso de linaje de las células.
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En conjunto, nuestros resultados muestran que el TGF-f induce en células
ovales un proceso de EMT que se acompana de la disminucion en la expresiéon de
factores de transcripcion HNFs claves para el mantenimiento del fenotipo hepatico y
epitelial, y marcadores hepaticos como albumina o AFP; asi como del aumento en la
expresion de nestina, marcador de células progenitoras multipotentes. Todo esto es
indicativo de que el TGF-B induce un paso atras en su compromiso a linaje hepatico y
promueve su transformacién en células progenitoras mas inmaduras y posiblemente
con mayor capacidad de auto-renovacion y de supervivencia. Estos resultados podrian
tener relevancia en regeneracion y terapia celular. Uno de los problemas mas
habituales de la terapia celular regenerativa mediante transplante de células
madre/progenitoras es que la eficiencia de integracion y repoblaciéon es muy limitada.
Este problema se ha observado también en la terapia celular para regeneracion
hepatica utilizando células progenitoras extraidas de higado adulto. En un estudio
reciente comparativo entre la capacidad regenerativa y de integracion entre
hepatocitos maduros y células progenitoras hepaticas adultas se ha demostrado que
estas ultimas pueden diferenciarse a hepatocitos en el higado receptor y que su
crecimiento es mas rapido que el de los hepatocitos maduros durante las primeras
semanas. Sin embargo, su capacidad de repoblacién a largo plazo es menor que la de
hepatocitos maduros, de forma que a los dos meses del transplante la mayoria de los
focos derivados de células progenitoras han desaparecido [Ichinohe et al., 2012]. Los
datos presentados en esta memoria, junto a otros datos de la literatura que
demuestran que la expresion de Snail o induccion de EMT no sélo reprime la
expresion de proteinas de fenotipo epitelial sino que induce un aumento de la
supervivencia a distintos tipos de estimulos apoptéticos y mantiene o confiere
propiedades de célula madre/progenitora [Valdés et al.,, 2002; Vega et al., 2004,
revisado por Ocana y Nieto, 2010; Wu y Zhou, 2010], sugieren que la EMT a través de
estos efectos podria conferir una ventaja in vivo frente a células progenitoras que no
han sufrido un proceso de EMT, ayudando a aumentar la permanencia de las células
progenitoras transplantadas en el tejido receptor y conduciendo por tanto, al aumento
de su capacidad de repoblacién y en ultimo término a una mayor tasa de éxito en los
transplantes. En este trabajo, presentamos resultados preliminares que apuntan en
esa direccion. Los experimentos realizados de transplante in vivo en un modelo murino
de dano hepatico utilizando células ovales normales (pre-EMT) y células ovales que
han sufrido una EMT por efecto del TGF- (post-EMT) (Fig. 30) muestran una mayor
permanencia en el higado a largo plazo para las células ovales post-EMT. Estos
resultados apoyan la idea de que la EMT favorece la integracién estable de las células
ovales en el parénquima hepatico y por tanto su capacidad regenerativa y sin duda
merecen una profundizacion en el futuro que permita esclarecer los mecanismos
implicados en dichos efectos.
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4. Discusion final.

Las células ovales son células progenitoras de higado adulto que llevan a cabo
la regeneracion hepatica en condiciones que impiden la regeneracién mediada por
hepatocitos. Debido fundamentalmente a su potencial regenerativo pero también a su
posible relacién con el desarrollo del HCC es fundamental conocer los factores que
controlan la biologia de las células ovales, que hasta el momento no son bien
conocidos. En este sentido, los resultados de este trabajo contribuyen notablemente al
conocimiento de los mecanismos de sefializacién y las respuestas mediadas por los
ligandos del EGFR, el HGF y el TGF-$ en células ovales mediante aproximaciones in
vitro. Asi, los datos presentados aqui, conjuntamente con un trabajo previo de nuestro
grupo [del Castillo et al., 2008a], han permitido evidenciar la existencia de bucles
autocrinos mediados por EGFR y Met que juegan un papel fundamental en la
regulacion de la proliferacion y supervivencia de las células ovales frente a estimulos
apoptéticos. Ademas, hemos demostrado la ausencia de interacciones funcionales
entre el EGFR y Met en células ovales para la induccién de dichos procesos. Estos
datos pueden tener importantes implicaciones practicas en la regeneracion hepatica
mediada por células progenitoras de higado adulto, ya que conocer cuales son los
factores que impulsan la proliferacion y/o supervivencia de células ovales es
fundamental para su posible expansion in vitro con vistas a un posterior trasplante o
para modular y ayudar al éxito de la respuesta regenerativa in vivo. Asimismo, dado el
papel prevalente que la interaccidén cruzada entre estas rutas de sefalizaciéon tienen en
contextos tumorigénicos, su ausencia puede constituir uno de los posibles
mecanismos intrinsecos de resistencia a la transformacion neoplasica en estas
células, y una evidencia en apoyo de que estas células son candidatas seguras para la
terapia celular.

La existencia de los bucles autocrinos mediados por el EGFR y Met en células
ovales podria tener un papel en contrarrestar los efectos de senales inhibidoras que se
producen en un higado dafado, ayudandoles a completar con éxito el proceso de
regeneracion hepatica. Esta hipotesis nos llevd a profundizar en el estudio de los
efectos que la senalizacion autocrina de HGF tiene en las respuestas de las células
ovales al TGF-B. El TGF-B es una citoquina con un papel dual. Por una parte, en
células epiteliales no transformadas inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis,
efectos que contribuyen a regular negativamente la transformacién celular en las
etapas tempranas de la progresion tumoral, a la vez que actuan como freno en
procesos de regeneracion hepatica. Por el contrario, en etapas tardias de la
oncogénesis, el TGF-B puede promover la progresion tumoral debido entre otros
motivos, a su capacidad de inducir EMT, proceso que confiere una mayor capacidad
invasiva y metastasica a las células tumorales [Massagué, 2008; Meulmeester y Ten
Dijke, 2011]. En este trabajo hemos analizado el efecto del TGF-f sobre las células
ovales, demostrando que esta citoquina induce su apoptosis a través de la via
mitocondrial. Ademas, presentamos las primeras evidencias de que la respuesta
apoptoética mediada por el TGF- es parcialmente contrarestada por la sefializacion
autocrina de HGF/Met a través de la activacion de PI3K que ayuda a frenar la
disminucion de la expresion de enzimas antioxidantes y la induccion de Bmf por TGF-
B. Existe, sin embargo, una poblacion de células que sobreviven a este efecto
apoptoético y que sufren un proceso de EMT en respuesta al TGF-3, proceso que va
acompanado de un paso atrds en el proceso de diferenciacion hacia el linaje de
hepatocitos y la adquisicion de un fenotipo mas inmaduro caracterizado por la
expresion de marcadores de células progenitoras multipotentes, como nestina. Esta
transformacion celular conlleva una ventaja para la integracién celular en un higado
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danado y la repoblacién del mismo. La capacidad del TGF-p de inducir apoptosis y
EMT en células ovales y el papel del HGF autocrino sobre estas respuestas podrian
tener enorme relevancia in vivo. Hay que recordar que las células ovales llevan a cabo
la regeneracion hepatica en higados que han sufrido dafos crénicos de diversa
etiologia y que, por otra parte, las células ovales también han sido relacionadas con la
aparicion de procesos tumorales en el higado, que se producen mayoritariamente en
higados cirréticos. La expresién de TGF-f aumenta en higados de pacientes con
hepatitis cronica o cirrosis [Castilla et al., 1991], por lo que tanto la regeneracion
hepatica mediada por células progenitoras como la aparicion de HCC se producen en
un contexto en el que las células hepaticas estan expuestas a la accion del TGF-f. En
este escenario, en base a nuestros datos, una subpoblacion de células ovales morira
por apoptosis pero otra subpoblacion sobrevivird y sufrira un proceso de EMT, lo que
favorecera su expansion en el parénquima hepatico y el proceso de regeneracion. La
proteccion por la senalizacion autocrina de HGF/Met frente a los efectos apoptoticos
del TGF-B podria contribuir al éxito de estas células progenitoras en la regeneracion
hepatica in vivo aumentando su supervivencia, pero por otra parte esto aumentaria el
numero de células ovales susceptibles de sufrir EMT, efecto que el HGF autocrino no
es capaz de contrarrestar. Aunque es posible que la EMT tenga una vertiente positiva
al mejorar la integracién y capacidad regenerativa de las células en el parénquima
hepatico a largo plazo, como sugieren nuestros resultados preliminares, no hay que
olvidar que la EMT parece contribuir también a la patogénesis de la fibrosis hepatica al
conferir la capacidad de alterar la composicién de la matriz extracelular y tener un
efecto promotor sobre la progresion tumoral debido a la adquisicion de mayor
capacidad moévil e invasiva, por lo que si estas células ovales, originalmente no
transformadas y que han sufrido EMT en respuesta al TGF-$, sufrieran una mutacién
oncogénica podrian dar lugar a tumores agresivos, invasivos y metastaticos.

120



VII.

Conclusiones






Conclusiones

10.

Las células ovales presentan una regulacion autocrina del EGFR que
promueve su proliferacién y tiene un efecto de supervivencia frente a la
apoptosis disparada por diferentes estimulos como la ausencia de suero y el
tratamiento con TGF-p.

Las actividades mitogénica y antiapoptética inducidas por EGFR y Met en
células ovales no son redundantes. Mientras que el EGFR parece ser un
regulador clave de la proliferacion, Met podria tener efectos mas relevantes en
promover la supervivencia celular.

En células ovales no existe una interaccién cruzada entre Met y el EGFR. No
se ha detectado una interaccion fisica entre ambos receptores ni una
transactivacion directa o indirecta de los mismos. Ademas, los efectos
proliferativos y de supervivencia disparados por Met y EGFR son
independientes entre si.

El TGF-B dispara la activacién tanto de la via candnica de las Smads como de
las vias no candnicas Akt, ERK1/2, p38 y JNKs en células ovales Met™™ y
Met”, no observandose diferencias significativas entre ambas lineas. Las vias
de ERK1/2, p38 y JNKs no estan implicadas en la apoptosis inducida por
TGF-B ya que su inhibicion quimica no impide la activacion de caspasa-3
disparada por TGF-

La apoptosis inducida por TGF-B en células ovales esta asociada a una
disfuncién mitocondrial y a la induccion de la expresién de las proteinas pro-
apoptéticas Bim y Bmf, demostrando un papel relevante para la mitocondria en
el proceso apoptético. Las alteraciones mitocondriales y la induccion de Bmf
estan amplificadas en células Met™.

El TGF-B induce un proceso de estrés oxidativo, que es mayor en células Met™
asociado con una disminucion en la expresion de enzimas antioxidantes
(SOD2, catalasa y y—GCS) y una induccién de la expresion de enzimas
generadoras de ROS (NOX4).

La inhibicion de la actividad PI3K en células ovales Met™™ incrementa el indice
apoptético y prolonga la induccién de Bmf en respuesta al TGF-f, imitando la
respuesta observada en células Met”, lo que demuestra que la PI3K es
necesaria para la actividad antiapoptética de la sefalizacion autocrina
dependiente de Met en células ovales.

El TGF-B induce un proceso de EMT en las células ovales independientemente
de la presencia o no de un receptor Met funcional.

El proceso de EMT inducido por TGF-f en células ovales esta acompafado de
alteraciones en la expresion de integrinas, proteinas de matriz extracelular y
proteinas implicadas en la degradaciéon proteolitica de la matriz, sugiriendo
cambios en las interacciones célula-matriz y en la capacidad de las células
para remodelar la matriz extracelular.

El proceso de EMT inducido por TGF-B en células ovales conlleva la
adquisicion de un fenotipo progenitor mas inmaduro, proceso que es al menos
parcialmente frenado por la sefializacion autocrina dependiente de Met, ya que
la pérdida de expresién de marcadores de diferenciacion hacia el linaje de
hepatocitos es mas acusada en células Met™.
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