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1) Introduccion

La proteina IQGAP1 se encuentra vinculada a diversas vias de sefializacién celular y se ha
identificado que posee un rol fundamental en varias funciones tales como: la migracion, la
motilidad, la formacion de las uniones celulares durante el desarrollo embrionario y la modulacién

del citoesqueleto, entre otras (Brown and Sacks, 2006); (White et al., 2012).

Las primeras observaciones que revelaron que IQGAP1 posee la capacidad de regular el
citoesqueleto surgieron a partir de estudios realizados por Bloom y colaboradores, quienes co-
purificaron IQGAPs de fracciones de actina-F citosoélica (Bashour et al., 1997). Estudios posteriores
mostraron que IQGAP1 se vincula tanto a los microtubulos (Briggs and Sacks, 2003); (Brandt and
Grosse, 2007) como a los filamentos de actina (Mondal et al., 2010). A estos ultimos se une de
manera directa en estructuras tales como lamelipodios, “membrane ruffles” y uniones celulares, o
indirectamente a través de las proteinas Cdc42 y Racl (Mateer et al., 2003); (Mataraza et al.,

2007).

El objetivo planteado para este trabajo fue el de presentar evidencias experimentales acerca de la
posible vinculacion de IQGAP1 en la remodelacién del citoesqueleto de actina frente a
modificaciones inespecificas en potencial de membrana. Estudios efectuados en nuestro
laboratorio han puesto de manifiesto que los cambios de potencial de membrana traen
acarreados una reorganizacion del citoesqueleto de actina en epitelios. Como requisito para que
ocurran dichos efectos, fue establecido que el epitelio debe encontrarse confluente y con sus

uniones bien ensambladas (Chifflet et al., 2003); (Chifflet et al., 2004); (Nin et al., 2009).



2) Epitelios

Caracteristicas Generales

Los epitelios en organismos vertebrados son tejidos formados por células estrechamente
adheridas entre si (Fawcett et al., 1995) las cuales constituyen la mayoria de los drganos de los
mamiferos (McCaffrey and Macara, 2011). Se organizan formando uno o varios estratos que
descansan sobre una capa de matriz extracelular denominada lamina basal (ibid). Los epitelios
cumplen funciones de proteccidn contra agresiones mecanicas, quimicas y bioldgicas vy
desempenan un papel importante en el transporte selectivo de agua y solutos (Guyton et al.,
2006). Algunos tejidos epiteliales como la epidermis y el epitelio de la cérnea limitan con el medio
externo, mientras que otros tapizan los érganos huecos (como los que conforman el tubo digestivo
y el aparato respiratorio) que limitan el medio interno (Guyton et al., 2006). A su vez, existen
epitelios especializados en el transporte y la secrecidn que constituyen érganos como el higado, el

rifidn y el pancreas.

En mamiferos, la presencia de tejido epitelial se observa desde muy temprano en el desarrollo.
Durante el estadio de blastocisto ocurre la primer diferenciacion celular; proceso de crucial
importancia para la implantacion del embridon en el Utero. Por un lado, se manifiesta un pequefio
grupo de células que forman el macizo celular interno (MCl), las cuales daran origen a todas las
capas celulares embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) durante el proceso de
gastrulacion. Por otro lado, rodeando al MCl y a la cavidad denominada blastocelle, aparece una
monocapa de células epiteliales denominada trofoectodermo que sera el precursor de la placenta
(Gilbert, 2006). Asimismo, el tejido epitelial se observa durante la gastrulacién en la formacion del
ectodermo y el endodermo asi como también en el momento en el que se forman estructuras
epiteliales transitorias como el tubo neural y los somites, posterior a dicho estadio (Gilbert, 2006).
Tanto las células epiteliales como las mesenquimaticas constituyen dos de los mds abundantes
tipos celulares presentes en mamiferos y la conversidén entre el epitelio y el mesénquima ocurre
desde las primeras etapas del desarrollo embrionario (Larue et al., 2005). Un ejemplo de esto

sucede en el proceso de neurulacion, en el cual las células de la cresta neural pierden su



distribucidn polarizada de fenotipo epitelial y sufren una transicion a células mesenquimaticas

(Gilbert, 2006).

Polaridad celular

Cuando la célula epitelial se encuentra completamente diferenciada presenta un fenotipo
caracterizado por su polaridad morfolégica y funcional (Nelson, 2003), lo que permite que el tejido
posea un funcionamiento correcto. El fenotipo epitelial es generado en un proceso de varias
etapas y es necesario que el tejido haya adquirido ciertas propiedades. Por un lado, se requiere la
formacion de uniones célula- célula tales como las uniones estrechas, las uniones adherentes y los
desmosomas (Alberts et al., 1996; Miyoshi and Takai, 2005); (Lajoie et al., 2009). Por otra parte,
son necesarias las uniones célula-matriz que anclen el epitelio a la lamina basal, como los
contactos focales, integrinas y hemidesmosomas (Mellman and Nelson, 2008); (Deborde et al.,
2008). Ademas, en un tejido epitelial diferenciado, es posible encontrar a los citoplasmas de las
células vecinas acoplados a través de uniones comunicantes o gap, que permiten el pasaje de

iones y pequefias moléculas entre las células (Alberts et al., 1996).

Por lo tanto, una célula epitelial tipica se caracteriza por presentar contactos célula-célula
especializados y una distribucién polarizada del citoesqueleto, los organelos celulares, los sistemas
de transporte y las proteinas de la membrana plasmatica, las cuales se reorganizan para generar
los diferentes dominios de membrana (Giepmans and van ljzendoorn, 2009; Tanos and Rodriguez-
Boulan, 2008). El dominio apical, por un lado, limita con la luz de las cavidades y ocasionalmente
presenta especializaciones como las microvellosidades y el basolateral, se encuentra en contacto
con la lamina basal y las células epiteliales que la rodean (Kreitzer et al., 2003). Asimismo, ha sido
descrito que los filamentos de actina se distribuyen en haces periféricos asociados a las uniones
adherentes, mientras que los microtibulos se ubican paralelos a la membrana lateral con su
extremo “menos” hacia la membrana apical y su extremo “mas” hacia la membrana basal (lvanov

et al., 2006).

Un evento clave en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular es la asignacion de
rutas de transporte polarizadas de ciertos lipidos y proteinas (Martin-Belmonte and Mostov,

2008); (Jaulin et al., 2007), para provocar una segregacion heterogénea caracteristica de dichos



compuestos en la membrana plasmatica (Martin-Belmonte and Mostov, 2008); (Mellman and
Nelson, 2008); (Deborde et al., 2008). En el caso de las proteinas recién sintetizadas, las mismas
son clasificadas en la trama trans Golgi segin secuencias especificas de sefal y son agregadas en
vesiculas distintas para su transporte hasta la region de superficie adecuada con la que se fusionan

(YEAMAN et al., 1999).

Algunos estudios indican que la identidad de la superficie apical esta determinada por el fosfatidil
inositol 4, 5 bifosfato mientras que el fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato estd vinculado con la
superficie basolateral (Martin-Belmonte and Mostov, 2008). En apoyo a este concepto, fue
demostrado que, en células MDCK, al incorporar fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato a la superficie
apical la misma sufria un cambio de “identidad”, convirtiéndose en basolateral (ibid). Por otro
lado, en experimentos de seguimiento in vivo, realizados por Kreitzer y colaboradores, utilizando
proteinas apicales y basolaterales marcadas con GFP (green fluorescent protein), se demostré que
en células MDCK subconfluentes y no polarizadas las vesiculas de transporte apicales vy
basolaterales se fusionan al azar con la membrana plasmatica debido a la distribucién no
polarizada de la sintaxina 3 y 4 (Kreitzer et al., 2003). Por el contrario, en las células MDCK que se
encuentran polarizadas existe una reorganizacidn de las vias de transporte vesicular. Las vesiculas
apicales se fusionan con el dominio apical dado que alli se localiza la sintaxina 3, mientras que las
vesiculas basolaterales se fusionan con el dominio basolateral guiado por la sintaxina 4 (Tanos and
Rodriguez-Boulan, 2008).
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Figura 1: Representacion esquematica de la organizacion subcelular de un epitelio monoestratificado. A la izquierda se
esquematiza la organizacion del citoesqueleto de actina y los microtubulos. A la derecha pueden observarse las rutas de

transporte vesicular hacia los diferentes dominios de membrana. Tomado de Nelson, 2003.



Ahora bien éicédmo determina la célula qué porcidn de su membrana plasmatica debe definirse
como basolateral o apical? Los equipos de Rodriguez-Boulan y de Nelson obtuvieron evidencias a
favor de que el primer paso en la formacion de los dominios de membrana en células no
polarizadas involucra la interaccién celular a través de moléculas de adhesion como la E-cadherina
(Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989); (Nelson, 2003) y el complejo nectina-afadina (Takai et al.,
2008a). Dicho relacionamiento temprano genera un futuro dominio basolateral en la zona de
adhesidén y el dominio apical en la zona que no se asocia a otras células. En consecuencia, la actina
y los microtubulos se orientan, de acuerdo a dicho patrén, mediados por las proteinas Rho, Racly
Cdc42. Posteriormente, la secrecion de la matriz extracelular define la orientacion del epitelio

(Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989); (Nelson, 2003).

Los sistemas de transporte idnicos también juegan un papel importante en la generacion de los
dominios de membrana, ya que poseen informacién intrinseca que indica en qué dominio de la
bicapa deben ser insertados (Dunbar and Caplan, 2001). Mediante la generacidon de quimeras
entre las subunidades a de las enzimas Na*, K*-ATPasa y H*, K*-ATPasa (ubicadas en el dominio
basolateral y apical respectivamente), Dunbar y Caplan mostraron que el cuarto dominio
transmembrana de la H*, K*-ATPasa posee la informacién para que esta proteina se envie al
dominio apical de la membrana plasmatica. Experimentos de transfeccion en células LLC-PK1 con
una bomba de sodio quimérica demostraron que la proteina quimérica adquiere una localizacién

apical, perdiéndose la ubicacidn basolateral de esta enzima (ibid).

La pérdida del fenotipo de tejido epitelial diferenciado es un proceso que puede ser provocado por
causas fisioldgicas o patoldgicas. Durante la metastasis tumoral, el tejido epitelial migra
descontroladamente (Haustein and Schumacher, 2012) en un proceso que presenta ciertas
similitudes con las reiteradas transiciones, que ocurren durante el desarrollo embrionario, del

fenotipo epitelial a mesenquimatico (Gilbert, 2006).



3) Uniones Celulares

Las uniones celulares poseen un rol critico durante la morfogénesis, el establecimiento vy
mantenimiento de la arquitectura tisular, la comunicacién célula-célula, el crecimiento vy

diferenciacion celular (Mellman and Nelson, 2008).

Las uniones estrechas u ocluyentes (UOs) y las uniones adherentes (UAs) son estructuras
morfoldgicas caracteristicas de un epitelio diferenciado, son altamente dinamicas y sufren una
constante remodelacion (Ilvanov, 2008). Las primeras separan los dominios apical y basolateral y
las segundas estan involucradas en la unién de los dominios laterales de los epitelios. Tanto las
UAs, las UOs y los desmosomas son considerados complejos macromoleculares que integran
procesos de sefializacién provocando cambios en la organizacion y la dinamica del citoesqueleto
(Braga, 2002). Las estructuras de adhesion se encuentran asociadas tanto a los filamentos

intermedios como a los filamentos de actina, dependiendo del tipo de unién (Braga, 2002).
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Figura 2: Composicion del complejo de unidn de las células epiteliales. Desde el dominio apical al basal se encuentran:
las uniones oclusivas (UOs), las uniones adherentes (UAs) y los desmosomas. En A se esquematiza el complejo de unidn.

En B se observa una micrografia electrénica de transmision equivalente al esquema A. Tomado de Perez-Moreno, 2003.



Uniones Adherentes

Las UAs se encuentran intimamente relacionadas con el citoesqueleto de actina (Braga, 2002) y
con las IQGAPs, motivo por el cual en este trabajo nos centraremos en estas estructuras de
adhesién. En los tejidos epiteliales, la zona donde se localizan las UAs se denomina zonula
adherens y la actina-F se presenta como una banda continua paralela a la membrana plasmatica
(lvanov, 2008). Estas estructuras fueron inicialmente identificadas mediante un anélisis
ultraestructural y se visualizan como placas electrén-densas enfrentadas y asociadas a la
membrana plasmatica de células adyacentes (Perez-Moreno et al., 2003) existiendo un espacio de
entre 15 y 20 nm entre ellas (Miyoshi and Takai, 2005). Las UAs se localizan por debajo de las UOs
y se extienden a lo largo del perimetro celular y al completarse su conformacion se ven
estabilizadas las uniones célula-célula y la transmision de sefiales del medio extracelular al interior
celular (Perez-Moreno et al.,, 2003). Las principales proteinas que conforman las UAs se unen
directa e indirectamente a varias proteinas citoplasmaticas y pertenecen a la familia de las

cadherinas, siendo la E-cadherina la mas destacada (Hartsock and Nelson, 2008).

Estas uniones son de crucial importancia debido a que su ensamblaje trae acarreado una cascada
de sefializaciones que conlleva a la formacién y al mantenimiento del fenotipo polarizado (Miyoshi
and Takai, 2005), al reconocimiento célula-célula, la adhesién, la morfogénesis y la integridad
tisular (Yonemura, 2011). Existen tres miembros de la subfamilia Rho GTPasa implicadas en la
regulacién de las uniones adherentes; Rho, Racl y Cdc42, la cual promueve la traslocacién
complejo PAR/aPKC (una proteina kinasa) a la zona apical de los sitios de union celular luego de la
estimulacién mediada por Ca?*. Dicho complejo estd compuesto, entre otras proteinas, por la
PAR6 quien es la responsable del establecimiento de la polaridad en una variedad de células y
tejidos a lo largo del reino eucariota (Perez-Moreno et al., 2003; Tanos and Rodriguez-Boulan,
2008). A su vez, la proteina Cdc42 cumple una importante funcién en el trafico polarizado fuera
del complejo de Golgi, dado que regula la salida apical y basolateral de las proteinas (Tanos and
Rodriguez-Boulan, 2008). Por otro lado, la proteina Racl es también reclutada y activada en el sitio
de unidon y promueve la formacion de las UAs mediante la regulacion dinamica de los filamentos

de actina (ibid).
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Principales proteinas que componen las UAs
e Cadherinas

Han sido identificados mds de 80 miembros de la superfamilia de las cadherinas, las cuales se
caracterizan por ser glicoproteinas transmembrana Ca?* dependientes. Un ejemplo es la N-
cadherina, localizada en células de endotelio de cérnea bovino (BCE), asi como la VE-Cadherinas
gue se encuentra en endotelio de aorta bovino (BAEC) (Noritake et al., 2005). Sin embargo, en este

trabajo se hara hincapié en la E-cadherina por ser la mas estudiada.

La expresidn y funcién de la E-cadherina es esencial para muchos procesos, no solo durante el
desarrollo embrionario sino también en la polarizacion celular y diferenciacidn epitelial, debido a
su interaccion con varias proteinas (Baum and Georgiou, 2011); (Brasch et al., 2012). Posee cinco
dominios extracelulares a través de los cuales se observan las interacciones cadherina-cadherina
que forman las UAs (Braga, 2002);(Noritake et al., 2005). Estas ultimas son un prerrequisito para la
formacion de otras estructuras de adhesion como las UOs y desmosomas, por favorecer el
acercamiento de las membranas plasmaticas de células vecinas. Asimismo, se ha establecido que
los contactos cadherina-cadherina traen acarreadas rutas de sefalizacidn necesarias para
promover el ensamblaje de las demds uniones (Braga, 2002). A su vez, a través del dominio
citoplasmatico, esta glicoproteina interacciona con las cateninas p120 y B-catenina (Hartsock and

Nelson, 2008), las cuales se unen directamente a los filamentos de actina.

Por otro lado, ha sido constatado que la E-cadherina es de significativa importancia en el proceso
de tumorigénesis dado que existe una correlacién entre la formacién de tumores y la pérdida de
adhesion célula-célula (Hartsock and Nelson, 2008). Algunos estudios muestran que el 90% de los
canceres son carcinomas derivados de las células epiteliales las cuales han perdido por completo la
polaridad celular. (Tanos and Rodriguez-Boulan, 2008). Asimismo, dichos carcinomas se
caracterizan habitualmente por poseer un bajo nivel de expresién de E-cadherina o de las

cateninas asociadas.
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Figura 3: Rol fisiolégico de las cadherinas en la integridad tisular. En un epitelio estratificado de la piel, la pérdida de las
cadherinas E y P traen como resultado la pérdida de los contactos intercelulares asociados con una pérdida en la funcidn

de barrera de la epidermis. Tomado de Niessen, 2011.
e Cateninas

Las cateninas son una familia de proteinas que se localizan en los sitios de contacto célula-célula,
tales como la zénula adherens o los desmosomas, asi como también en el nucleo celular.
Exceptuando a la a catenina, por definicidn las cateninas poseen un dominio armadillo central y se

encuentran asociadas a las cadherinas (McCrea and Gu, 2010).

En este trabajo se hara referencia con mayor detalle a la B-catenina dado que se encuentra

intimamente relacionada con IQGAP1.

La B-catenina es la proteina central de la via de sefializacién Wnt y juega un importante rol en la
proliferacion celular y en las uniones celulares; procesos que se ven desregulados durante la
formacion de tumores (White et al., 2009). Esta compuesta de tres dominios: un dominio central,
dominio armadillo, y dos extremos terminales. El extremo C-terminal interacciona con el dominio
armadillo y limita la capacidad de B catenina de interaccionar con E-cadherina (McCrea and Gu,

2010).

Los niveles de B-catenina citosélicos son generalmente muy bajos debido a la rdpida degradacidn
de su exceso por parte de los proteosomas. Por tanto, es una proteina que se localiza tanto en el
nucleo celular, mediando la transcripcion de genes relacionados por ejemplo con la proliferacién
celular, o bien retenida a la membrana celular por medio de su unidn a las cadherinas, con quienes

forman el complejo cadherina-catenina (Hartsock and Nelson, 2008). Dicho complejo, es el

12



responsable de estabilizar las uniones celulares al unirse a los filamentos de actina. Por otro lado,
se puso de manifiesto que IQGAP1 es una proteina que provoca la desestabilizacion del complejo
cadherina-catenina, causando asi un debilitamiento en las uniones celulares, como se comentara

mas adelante (ibid).

La a catenina, por su parte, es de crucial importancia para nuclear las proteinas que se unen al
complejo E-cadherina/B-catenina. Esta proteina puede unirse directamente a los filamentos de
actina a través de su dominio C-terminal asi como también puede hacerlo directamente a la
vinculina. (Perez-Moreno et al.,, 2003). Estudios recientes han demostrado que la a-catenina

favorece el posicionamiento de la actina-F en las UAs (Maiden and Hardin, 2011).

Figura 4: Esquema clasico de las interacciones proteicas en las UAs. La E-cadherina se asocia a la actina-F a través de
proteinas asociadas al citoesqueleto como la B-catenina, la cual se asocia a otras proteinas como la a- catenina. A su vez,
es capaz de asociarse a los microtubulos a través de proteinas tales como la IQGAP, APC, y el complejo
dyneina/dynactina. La doble flecha en el esquema estd mostrando que las dos proteinas pueden competir por el mismo

sitio de unién. Tomado de Perez-Moreno, 2003.
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¢ Complejo nectina-afadina

Las nectinas, a diferencia de las cadherinas, son proteinas Ca?* independientes y sus regiones
extracelulares interactian tanto homofilica como heterofilicamente, de manera trans con las
nectinas de las células vecinas para participar en la formacién de las UAs (Kurita et al., 2011; Takai
et al., 2008b). Poseen una cola citoplasmatica que se une a la afadina, cuya principal funcion es la
de interaccionar directamente con los filamentos de actina o con varias proteinas de unién a la
actina-F. Asimismo, se ha descrito que la afadina contribuye a la asociacién de las nectinas con
sistemas de sefializacion intracelulares que favorecen la formacién de las uniones. Ha sido
establecido que el complejo nectina-afadina no solamente participa en la formacion de las UAs,
sino que también se encuentra vinculado al movimiento, la proliferacién y la diferenciacién celular

(Takai et al., 2008a)

Tanto la nectina como la afadina se encuentran expresadas en casi todos los tejidos (embrionario
o adulto) y se localizan también en algunos tejidos carentes de cadherinas, en cuyo caso las UAs
son igualmente ensambladas. A pesar de ser mas débiles, este tipo de UAs son de gran utilidad
para el rapido remodelamiento de los tejidos asi como también para la diferenciacion de las

células germinales en los testiculos (Takai et al., 2008a ; Takai et al., 2008b).

Estudios utilizando diferentes lineas celulares mostraron que la deficiencia de afadina provoca una
inhibicion en la formacion de las UAs. Estos resultados colocan a estas ultimas en un rol
protagdnico en lo que refiera al establecimiento de los contactos célula-célula; sitios a los cuales
es posteriormente reclutada la cadherina. Se ha establecido entonces que la nectina y la cadherina
trabajan en conjunto para la formacién de las UAs y se encuentran fisicamente asociadas por

medio de la afadina y la a-catenina (ibid).
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Rol de la actina-F en los Epitelios

La actina es una proteina muy conservada a nivel evolutivo y es un componente predominante del
citoesqueleto de los eucariotas (Papakonstanti and Stournaras, 2008). Posee la capacidad de
polimerizar formando filamentos que son fundamentales, entre otras cosas, para que la

membrana plasmatica sea estable desde el punto de vista mecdnico (Rodgers and Fanning, 2011).

Una de sus caracteristicas mas significativa es la de existir en forma monomeérica (actina-G, “actina
globular”) o bien como actina filamentosa o actina-F. Esta ultima es el resultado del ensamblaje de
las diferentes subunidades de actina-G bajo ciertas condiciones citosdlicas (Lee and Dominguez,
2010). La transicién de un estado al otro le confiere gran flexibilidad y le permite participar en una
variedad de procesos celulares. Para comprender sus diversos arreglos en la corteza celular es
necesario referirse a las proteinas que se unen a la actina o ABPs, dado que poseen la capacidad

de regularla (Rohn and Baum, 2010).

La actina-F se asocia a la membrana plasmatica de manera indirecta tanto bajo la forma de redes
como de haces (Rohn and Baum, 2010). Durante la formacion del epitelio dicha proteina se
reorganiza de forma dramatica alterando la arquitectura y motilidad celular en un proceso
regulado por las proteinas Cdc42 y Racl (Perez-Moreno et al., 2003). Se han descrito los siguientes
pasos en la formacién de las UAs en células MDCK: en primer lugar las células entran en contacto y
en dichos sitios las cadherinas y cateninas comienzan a formar un conglomerado que conecta con
los filamenentos de actina. A su vez, la actina-F sufre un remodelamiento perdiendo su arreglo
lamelipddico para formar un anillo circunferencial central (Harris and Tepass, 2010) que favorece
la formacién de las UAs. Dicho anillo circunferencial, encontrado en un epitelio maduro, puede
formarse de varias maneras: ya sea mediante la nueva polimerizacion de los microfilamentos en la
proximidad de las regiones donde se localizan las uniones cadherina-cateninas, o mediante una
movilizacién de los filamentos de actina corticales preexistentes hacia los sitios de contacto célula-

célula (ibid).
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Figura 5: Proceso de ensamblaje de las UAs. Primeramente, los conglomerados de cadherina-catenina promueven la
activacion de Rac, la cual activa la proteina (Arp 2/3) para que se lleve a cabo la nucleacién de la actina. En un segundo
paso, ocurre el reclutamiento de las a-cateninas. En tercer lugar la actina se remodela para favorecer la maduracion de

las UAs. Tomado de Harris and Tepass, 2010.

Estudios posteriores efectuados por Takai y colaboradores establecieron la existencia de al menos
cuatro pasos para la formacion de las UAs. A diferencia de lo establecido por el quipo de Nelsony
colaboradores (Nelson, 2003), los autores de este trabajo ponen de manifiesto que el primer paso
comienza con el contacto célula-célula iniciado por el complejo nectina-afadina. En segundo lugar,
ocurre una activacion de Racl y Cdc42 por medio de proteinas de unién a la actina-F como
IQGAP1. Esto es importante para el posterior reclutamiento del complejo cadherina-catenina a los
sitios de unidn celular. A pesar de que las cadherinas comienzan a formar complejos con las
cateninas, en este momento no se observan las interacciones entre cadherinas de dos células
contiguas. En tercer lugar ocurre la asociacién del complejo nectina-afadina con el cadherina-
catenina (dentro de la misma célula) por medio de proteinas intermedias, como puede observarse

en la Figura 6. En este momento comienza la interaccién entre las cadherinas, las cuales activan
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Racl para asi inhibir la endocitosis de las cadherinas y favorecer la estabilizacion de sus

interacciones en las UAs (Takai et al., 2008b).
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Figura 6: Secuencia de eventos en el establecimiento de las UAs. Los cuatro pasos que se visualizan aqui se detallan en
el texto a continuacion. De acuerdo a este modelo las nectinas son las primeras proteinas involucradas en la interaccion
célula célula (A). En (B) las cadherinas comienzan a formar el complejo cadherina-catenina. En (C) y (D) se observa la
interaccidon del complejo nectina-afadina con el complejo cadherina-catenina asi como también la interaccion trans

entre las cadherinas de las células. Tomado de Takai, 2008b.
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4) 1IQGAP1

Generalidades

Las IQGAPs son proteinas muy conservadas a nivel evolutivo desde las levaduras a los seres
humanos (Shannon, 2012) y, a pesar de su alta homologia, difieren en su localizacién tisular.
Mediante estudios de expresidn proteica se identificaron tres isofromas; IQGAP1 que se encuentra
en todos los tejidos celulares y es hasta ahora la proteina mejor caracterizada (Johnson et al.,
2011); IQGAP2 que esta enriquecida en el higado, en el estémago y en las plaguetas. Por ultimo,

IQGAP3 que se encuentra en el pulmén y en el cerebro (Brandt and Grosse, 2007).

En particular IQGAP1, clonada por primera vez en 1992, es una proteina homodimérica de
aproximadamente 380 kDa que posee la capacidad de unirse directamente a un amplio espectro
de proteinas regulatorias y del citoesqueleto (Bensenor et al., 2007) por lo que es considerada
como una proteina de andamiaje (Shannon, 2012); (White et al., 2012). Estas uniones las realiza a

IM

través de los dominios que se describen a continuacién; 1) el “calponin homology domain” (CHD)
ubicado en el dominio amino terminal por el cual se une a la actina-F; 2) el “Ras-GTPasa Activating
Protein” (RGCT) encontrado en el extremo carboxilo terminal que interacciona con la proteina de
unién a microtubulos CLIP-170 y es necesario para la interaccion con la B-catenina y E-cadherina
(Briggs, 2003); 3) el dominio WW, el cual se encuentra Unicamente en mamiferos, que media la
unidn de péptidos ricos en prolina (Machesky, 1998) ; (Mateer et al., 2003); (Li and Stuenkel, 2004)
y 4) el dominio IQ que une a la calmodulina (Li and Stuenkel, 2004). Esta ultima es una de las
proteinas mas abundantes de las células eucariotas y presenta cuatro sitios de union al Ca?*,
cation al que se une de forma reversible (Pathmanathan et al., 2011). La calmodulina regula la
migracion celular, la sintesis de ADN vy la interaccion de IQGAP con la actina-F en el ensamblaje del
citoesqueleto (Pelikan-Conchaudron et al., 2011). Estudios vinculados a este tema evidenciaron

que cuando la calmodulina no se encuentra unida al Ca?*, la interaccion de IQGAP1 con la actina-F

se ve impedida (ibid).

A su vez, ha sido descrita la existencia de un quinto dominio denominado “GAP related domain”
(GRD) por el cual IQGAP1 se une a las proteinas Racl y Cdc42 (Brown et al., 2006); (Bensenor et

al., 2007), las cuales son reclutadas a la membrana plasmatica de acuerdo a su requerimiento (Del
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Pozo et al., 2002). La proteina Cdc42 se encuentra asociada mayoritariamente al aparato de Golgi
(Kurokawa et al., 2004) y cuando se encuentra en su estado activo es la responsable de la
induccion de la unién de IQGAP1 a los microfilamentos de actina y a CLIP-170 (Fukata et al., 2002).
En algunos casos se ha evidenciado que la fosforilacion de IQGAP1 por la proteina quinasa C
(PKCe) regula un cambio conformacional de un extremo carboxilo terminal que facilita su union a

Cdc42 (Brandt and Grosse, 2007; (Wang et al., 2009).

1 46 160 6681710 748 256 1025 1238 1451 1583 1657
' b ¥ ¥
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ERK2 MEK1 Cdc42 E-cadherin
MEKZ CLIP-170
Myosin ELC APC
51008

Figura 7: Esquema que muestra los dominios de IQGAP1: CHD; WW; 1Q; GRD y RGCT. Tomado de Brown, 2006.

Localizacion de IQGAP1

Mediante experimentos de inmunofluorescencia se constaté que IQGAP1 se concentra
tipicamente en la periferia celular, donde colocaliza con los filamentos de actina. Ha sido descrito
que frente a un incremento de Ca 2* intracelular, IQGAP1 es removida del cértex celular, como se

muestra en el modelo a continuacion (Mateer et al., 2002).
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Figura 8: Esquema del modelo propuesto para la regulacion de la uniéon de IQGAP1 a los filamentos de actina en el
cortex celular por parte del Ca?*/calmodulina. Cuando se induce un aumento en la concentracién de Ca?* intracelular,
la calmodulina se une con mas avidez a IQGAP1 por lo que se inhibe la unién de esta ultima a los filamentos de actina. Lo

opuesto sucede en presencia de una baja concentracién de Ca?* intracelular. Tomado de Mateer, 2002.

Ha sido constatada también, la participacion de Cdc42 como proteina reguladora de la localizacidn
subcelular de IQGAP1 (Watanabe et al., 2004). Estudios realizados mostraron que IQGAP1 y los
filamentos de actina coinmunoprecipitan en un complejo junto con Cdc42 (Bashour et al., 1997).
Adicionalmente, IQGAP1 ha sido detectada en regiones del citoplasma celular como el reticulo
endoplasmatico (Rittmeyer et al., 2008) y la membrana del aparato de Golgi (McCallum et al.,
1998), en las ondulaciones de membrana plasmatica y en el lamelipodio, pero no ha sido
encontrada en las fibras de stress (Bashour et al., 1997; (Takemoto et al., 2001); (Katata et al.,
2003). Recientes estudios efectuados por el equipo de Johnson y colaboradores, constataron que
es posible encontrar a IQGAP1 en la cara citoplasmatica de la envoltura nuclear en donde

colocaliza con los filamentos de actina (Johnson and Henderson, 2012).

En células polarizadas IQGAP1 se localiza en los sitios de contacto célula-célula de las UAs, junto
con la B-catenina y E-cadherina (Noritake et al., 2004). Mediante experimentos de transfeccion de
fibroblastos de ratén con E-cadherina, se concluyd que dicha proteina es capaz de regular la
localizacién de IQGAPL. A través de estos estudios se evidencié que las células no transfectadas

con E-cadherina no mostraron senal de IQGAP1 en los sitios de union celular (Li et al., 1999).
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Adicionalmente, fue comparada la localizacidon de IQGAP1 a lo largo de dos lineas celulares; MCF-7
las cuales expresan E-cadherina y las MDA-MB-231 que no la expresan. Como se observa en la
Figura 9 a continuacién, en las células MCF-7 IQGAP1 se distribuye a lo largo del citoplasma celular
y colocaliza con E-cadherina en las regiones de contacto célula-célula. Por el contrario, las células
MDA-MB-231 mostraron un patron de localizacion completamente diferente, en el cual no se

observa IQGAP1 en las UAs (Li et al., 1999).

MCF-7 MDA-MB-231

Figura 9: Rol de la E-cadherina en la
regulaciéon de la localizacion de IQGAP1.

Las células MCF-7 (panel izquierdo)

IQGAP1 evidencian la localizacion de IQGAP1 en los
sitios de unidn, mientras que en las células
MDA-MB-231 (panel izquierdo) no se
observa dicho patrén. Tomado de Li, 1999.
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Estudios posteriores mostraron que el complejo de adhesiéon afadina-nectina se encuentra
estrechamente vinculado a la regulacion de la localizacion de IQGAP1. Katata y colaboradores
examinaron la localizaciéon de IQGAP1, de las nectina y E-cadherina durante el desensamblaje de
las UAs en células MDCK, provocado por bajas concentraciones de Ca?* en el medio (Katata et al.,
2003). En la Figura 10 se observa que la disminucién de Ca?* celular provoca que la E-cadherina

pierda su localizacion periférica y desaparezca de las uniones, mientras la afadina, la nectina e
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IQGAP1 permanecen intactas. Estos resultados sugieren que la afadina y la nectina estarian

regulando la localizacién de IQGAP1 en las UAs (ibid).

a Control Low Ca” [ Control Low Ca"

E-Cadherin Aladin
IQGAP1 I0GAP1
Nectin-1 E-Cadherin
Merge Merge

Figura 10: Localizacién de la nectina, la afadina, la E cadherina e IQGAP1 bajo diferentes condiciones experimentales.
En la medida que las células MDCK son incubadas con poca concentracién de Ca 2*, la E cadherina desaparece de las UAs,
como se observa en la imagen de la izquirda, mientras que la afadina, la nectina y la IQGAP1 no lo hacen. Tomado de

Katata, 2003.

Por otro lado, se ha vinculado a IQGAP1 con el proceso de carcinogénesis y progresiéon de tumores
(Jadeski et al., 2008). En células de cancer de mama, por ejemplo, IQGAP1 se encuentra
sobreexpresada y su localizacion es variable de acuerdo al tipo y grado de diferenciacion del

tumor, siendo posible encontrarla Unicamente en el citosol o en la membrana plasmatica
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(Takemoto et al., 2001); (Jadeski et al., 2008) dado que su localizacion nuclear es casi nula

(Johnson et al., 2011).

Roles de IQGAP1

La proteina IQGAP1 integra rutas de sefializacién celular y participa en diversas actividades
celulares. En esta secciéon se comentara el papel que posee IQGAP1 en la modulacién del
citoesqueleto, la migracion, la regulacion de las UAs, su involucramiento en algunos eventos

nucleares y por ultimo en la proliferacién celular.

1) Participacion en las vias de seiializacion

Las IQGAPs interaccionan con diversas proteinas como las GTPasas, las proteinas de union al Ca %*,
las proteinas de unidn a microtubulos, las quinasas y los receptores, entre otras (Shannon, 2012).
Dicha interaccién les confiere la capacidad de trasmitir sefiales extracelulares las cuales actuan
sobre la célula no solo a nivel de su morfologia sino también en diversas funciones como la

migracion y la mitosis (Brandt and Grosse, 2007).

23



@ Acetyicholine l\auaamate

[
\

15

Cad

Plasma
membrane

ﬁ
s

— IQGAP1 .

ST

Cded2-Ract ¢ oinarin APC | [ Raﬁ‘] i i
actin p-catenin cLip-17n  Cded2-] |
APC o A Rac1 |
Cded2-Ract fr C !
actin actin |
Cell Cell | ROS Gene Gene
movement polarity ," production expression [ transcription
/ Pl
¥ 4 e .
Cell—ell Meurite Cell Cell
adhasion outgrowth differentiation proliferation
e = B A
—
Cytoskeleton
TRENDS in Cell Biology

Figura 11: Modelo de IQGAP1 que integra multiples vias de seiializacion. Las flechas de color indican las vias de
sefializacion desde los receptores a los segundos mensajeros o directamente a IQGAP1. Como se observa, IQGAP1 se
asocia con VEGFR2, CD44 y GIuR4. A su vez, algunos receptores interactian con IQGAP1 a través de segundos

mensajeros como PKC, Ca2C, Ras, Gbg y PKA. Es de esta manera que IQGAP1 regula varias funciones celulares. Tomado

de Brown, 2006.

2) Regulacién del citoesqueleto

A lo largo de un amplio espectro de organismos, desde las levaduras a los mamiferos, ha sido
estudiado que IQGAP1 estd involucrada en la modulacidn del citoesqueleto (Mataraza et al.,
2007). Los primeros estudios acerca de este fendmeno surgieron a partir de trabajos realizados en
el laboratorio de Bloom, quienes co-purificaron las IQGAPs de fracciones de actina-F citosélica
como una proteina con actividad de crosslinking (Bashour et al., 1997). Fue demostrado que esta

actividad requiere la oligomerizacidon de IQGAP1 y que a través de su dominio CHD se une a la
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actina con alta afinidad (ibid). En efecto, IQGAP1 es capaz de modular a la actina-F (Pelikan-
Conchaudron et al., 2011) al unirse directamente a ella en estructuras tales como lamelipodios,
“membrane ruffles” y uniones celulares e indirectamente mediante su interaccion con Cdc42 y la
Racl (Mateer et al., 2003); (Bensenor et al., 2007); (Mataraza et al., 2007). Ahora bien écomo es
gue IQGAP1 puede estimular el ensamblaje de la actina? Ha sido estudiado que IQGAP1 puede
promover la nucleacion de los microfilamentos vinculdandose a dos maquinarias de ensamblaje; el
complejo Arp2/3 y las forminas (Brandt and Grosse, 2007). La nucleacion por parte de las forminas
genera filamentos lineales por elongacion, mientras que el complejo Arp2/3 se une a filamentos
preexistentes e inicia un nuevo sitio de nucleacién denominado “dendritic actin nucleation” con la
ayuda de proteinas como WASP (Brandt and Grosse, 2007); (lvanov, 2008). Se ha propuesto que
IQGAP1, al unirse a la proteina Wasp neuronal o WASP-n es capaz de estimular la polimerizacion in
vitro de la actina por medio del complejo Arp2/3 (Brandt and Grosse, 2007). Por otro lado, se ha
observado que IQGAP1 se une con alta afinidad a una formina denominada Dial, a la cual recluta a
los sitios de ensamblaje de la actina como por ejemplo el frente de crecimiento de células en

proceso de migracion (Brandt and Grosse, 2007; (Liao and Liu, 2011).

Asimismo, existe un vinculo entre IQGAP1 y los microtibulos a través de la proteina CLIP170. Esta
unidén es llevada a cabo en el borde de las célula en proceso de migracién y funciona como un
puente para unir el extremo positivo de los microtubulos a los filamentos de actina (Brandt and

Grosse, 2007; Briggs and Sacks, 2003).

3) Migracion celular

La migracién celular es un proceso caracteristico de las células y es necesaria para el correcto
desarrollo embrionario, la proteccidn contra infecciones y la cicatrizacién entre otros (Mataraza et
al., 2007). Durante la migracién de células individuales se describen cinco etapas integradas: 1)
polarizacion morfoldgica, 2) extensidén lamelipddica, 3) formacion de uniones con el sustrato, 4)
contraccién y 5) liberacién de las uniones (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Para llevarse a cabo
dicho proceso debe existir una regulacién precisa y coordinada entre el citoesqueleto de actina,
las moléculas de adhesion y los microtibulos (Mataraza et al., 2003; (Watanabe et al., 2004).

Existen diversas proteinas participan de la regulacién de las estructuras del frente de avance. La
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formacion de filopodios esta regulada por Cdc42, mientras que la formacién de lamelipodios es
regulada por Racl, cuya activacion estimula la produccion de “membrane ruffles”. Finalmente, la
formacion de adhesiones focales (complejos de adhesién altamente organizados que contienen los
extremos de fibras de estrés de citoesqueleto de actina), es regulada por Rho. Esta cascada de

eventos se inicia con la activacién de Cdc42 (Nobes and Hall, 1995).

Se ha constatado experimentalmente que frente a la sobreexpresién de IQGAP1 existe un
incremento en la migracién celular, contrario a lo que sucede cuando ocurre un decaimiento de
los niveles proteicos (Mataraza et al.,, 2007). Estos resultados pusieron en evidencia la
participacion de IQGAP1 en la regulacidn de dicho proceso celular. El equipo de Mataraza observé
gue IQGAP1 se ubica en el frente de migracién y resulta ser necesaria para que Cdc42 se localice
en la membrana plasmatica. A su vez, promueve el incremento de los niveles de Cdc42 y Racl en

el frente de avance de la célula (Mataraza et al., 2003).

IQGAP1 Actin

Figura 12: Localizacion de IQGAP1 en el
borde de una célula Swiss 3T3 en proceso de
migracion. La cabeza de flecha indica la
direccién de la migracion celular y las flechas
en la imagen de la izquierda muestran la
localizacién de IQGAP1 en el borde del

lamelipodio. Tomado de Mataraza, 2003.

En la Figura 12 se observa la esquematizacion del proceso de migracién de una célula aislada. El
inicio del proceso se produce en respuesta a un estimulo extracelular que activa a Racl y Cdc42.
Dichas proteinas inducen la polimerizacion de la actina-F y marcan el sitio celular donde IQGAP1
debe posicionarse junto a dichos filamentos (Noritake et al., 2005); suceso indispensable para que
ocurra la migracion (Mataraza et al., 2007). A su vez, IQGAP1 recluta a la proteina de supresién
tumoral APC (adenomatous polyposis coli) hacia los sitios donde se localiza la actina-F y captura el
extremo positivo de los microtubulos a través de CLIP 170, (Brocardo and Henderson, 2008). Por
otra parte, APC estabiliza los microtibulos y activa Racl, la cual regula los filamentos de actina y

los microtubulos a través de varios efectores (Watanabe et al., 2009). Esto provoca un feedback
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positivo que favorece el proceso de migracién celular (Noritake et al., 2005). Experimentos de
silenciamiento de IQGAP1 y de APC mostraron una inhibicion de la acumulacién de los filamentos
de actina en el frente de migracion asi como también una inmovilizacion del extremo positivo de
los microtubulos (ibid), por lo que la interacciéon de ambas proteinas es indispensable para que

este proceso celular se lleve a cabo.
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Figura 13: Esquema donde se muestra el proceso de migracion celular y las proteinas involucradas en el mismo

(Noritake, 2005).

4) Regulacién de las UAs

Tal como se mencioné anteriormente, IQGAP se localiza en los sitios de contacto célula-célula v,
cuando se encuentra sobreexpresada, es capaz de provocar una reduccién en la adhesién celular
debido a su fuerte interaccidn con la B-catenina (Kuroda et al., 1998; Johnson et al., 2011). Hay dos
puntos muy importantes a tener en cuenta; en primer lugar, IQGAP1 y a-catenina compiten por el
mismo sitio de union a la B-catenina y en segundo lugar, la formacién de las UAs se encuentra
regulada por las proteinas Cdc42 y Racl (Noritake et al.,, 2005). Cuando las dos proteinas
anteriormente mencionadas se encuentran en su forma inactiva, IQGAP1 se une al dominio
citoplasmatico de E-cadherina y B-catenina causando la disociacion de la a-catenina de los
complejos cadherina-catenina y la por ende una disminucion de la adhesion celular (ibid). Por el

contrario, cuando Racl y Cdc42 se encuentran en su forma activa en la membrana plasmatica
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regulan positivamente la E-cadherina inhibiendo la interaccion de IQGAP1 con la B-catenina,
fortaleciendo de esta manera las UAs y estabilizando los filamentos de actina (White et al., 2009).
Por lo tanto, en los sitios de contacto célula-célula es posible encontrar a la E-cadherina formando
un complejo con la B-catenina y la a-catenina 6 con la B-catenina y la IQGAP1, como se observa en

la Figura 14 a continuacion (Noritake et al., 2005).
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Figura 14: Rol de IQGAP1 en la regulacion de las uniones celulares. Cuando IQGAP1 interacciona con Racl y Cdc42 su
unioén a la B-catenina se ve impedida, favoreciendo asi las fuertes uniones celulares, como se observa en el esquema de
la izquierda. Por el contrario, a la derecha se esquematiza el debilitamiento de las uniones celulares provocado por el
desplazamiento de la a catenina del complejo E-cadherina/B catenina debido a que IQGAP1 no se encuentra unida a

Racly Cdc42 y por lo tanto se une a la B-catenina. Tomado de Noritake, 2005.

5) Regulaciéon de eventos a nivel nuclear

Existen también evidencias que confirman que IQGAP1 ingresa al nucleo celular durante las fases
G1/S del ciclo celular y se asocia a factores de replicacion de ADN como RPA32 y PCNA (Johnson et
al., 2009; White et al., 2009); (Johnson et al., 2011).
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1QGAP1 Hoechst

Figura 15: Localizacién nuclear de IQGAP1
en células NIH3T3. IQGAP1 se observa en
verde y el marcador nuclear Hoechst en
azul. La flecha indica la localizacién nuclear

de IQGAP1. Tomado de Johnson 2009.

nucleus

Asimismo, estudios mostraron que la sobreexpresién de IQGAP1 estimuld un incremento en los
niveles de la B-catenina. Con el fin de dilucidar si la B-catenina tiene el mismo efecto sobre
IQGAP1, se realizaron estudios en células NIH3T3 en las que se expreso B-catenina marcada con
GFP “green fluoresnece protein”. Los resultados mostraron que los niveles celulares de IQGAP1
también se ven incrementados en comparacién con las células transfectadas Unicamente con GFP

(utilizadas como control).

Se evidencio también, que la inhibicidén de la proteina quinasa GSK-3B (Glycogen synthase kinase
3) provoca un aumento en los niveles nucleares de la B-catenina, lo que llevé a experimentar si
provoca el mismo efecto con niveles de IQGAP1. Dichos estudios manifestaron un incremento de
300% en los niveles nucleares de IQGAP1 en respuesta a la inhibicidn, mediada por cloruro de litio
(LiCl), de la proteina quinasa (Johnson et al., 2011). Posteriores experimentos de silenciamiento
de la B-catenina utilizando ARN de interferencia revelaron que la acumulacién de IQGAP1 en el
nucleo no se vio impedida en respuesta al mismo tratamiento con LiCl. Estos resultados estarian
indicando que IQGAP1 y la B-catenina son capaces de ingresar al nucleo de manera independiente,

aunque puede ser factible que formen un complejo IQGAP1/B-catenina una vez adentro (ibid).
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Figura 16: Regulacion de la localizacion nuclear de IQGAP1 por la inhibicién de la proteina quinasa GSK-38. Las células

NIH3T3 fueron transfectadas con RNAi control (RNAi en la figura) y con B-catenina RNAi (B-cat RNAi en la figura).
Pasadas las 24 hs. de la transfeccion, algunas células fueron tratadas con LiCl. La figura de la derecha, en la cual se
muestran las células con el tratamiento de LiCl y la utilizacién de B-cat RNAI, puede observarse que IQGAP (en verde) se
encuentra expresado independientemente de la B-catenina (en rojo), la cual estd completamente silenciada, como

muestran las cabezas de flecha. Tomado de Johnson, 2011.

6) Proliferacién celular

La proliferacion celular es producto de la coordinacién de dos procesos; el crecimiento celular y la
division celular (Yang, 2008; Wang, 2009); procesos en los que IQGAP1 se encuentra involucrada.
Se ha descrito que, a través de la interaccién de su dominio N-terminal con mTOR (mammalian
target of rapamycin), IQGAP1 regula el crecimiento celular. A su vez, al interaccionar con Cdc42 a
través de su dominio C-terminal, acelera la divisién celular (Wang et al., 2009). El equipo de Wang
y colaboradores sugirié que IQGAP1, mediante el proceso de fosforilacion y desfosforilacién,
alterna su conformacién favoreciendo el crecimiento celular asi como también la divisidn y la
migracion celular. De no existir esta alternancia, existiria una proliferacion celular descontrolada

(ibid).
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Figura 17: Modelo propuesto respecto al rol de IQGAP1 en el crecimiento y la division celular. IQGAP1 actua
alternando su conformacion a través de su fosforilacién/desfosforilacién y la interaccion proteina-proteina. Por un lado,
Cdc42 y NWASP promueven la migracidn en respuesta a sefales de motilidad. Por otro lado, IQGAP1 opera mediante el
plegamiento del extremo C-terminal e interacciona con mTOR para promover el crecimiento celular. Cuando la célula
adquiere un tamaio especifico, sefiales mitogénicas promueven la fosforilacion de IQGAP1, activando a Cdc42 y
promoviendo asi la divisidn celular. Por lo tanto, el dindmico intercambio entre la fosforilacion y la desfosforilacién de

IQGAP1 coordina el crecimiento y la divisidn, lo que regula la proliferacién celular. Tomado de Wang, 2009.
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IQGAP1y su vinculacién con el Cancer

Existen diversos eventos celulares interrelacionados que generan la progresion tumoral. Los
mismos son: la proliferacidn de células cancerigenas, la invasidn, la migracidn y la vascularizacién
de la masa tumoral, (Jadeski et al., 2008). Se ha constatado que la B-catenina, E-cadherina, Cdc42,
Racl y las proteinas involucradas en la cascada MAPK juegan un papel importante en la formacion
de tumores (White et al., 2009). Este hallazgo fue el que otorgd el puntapié inicial para considerar
a la proteina IQGAP1 en el campo de la biologia del cdncer. Ha sido documentado que IQGAP1
contribuye directamente en el proceso de tumorigénesis (Jadeski et al., 2008)) y una pregunta que
surge luego de observar que los niveles proteicos de IQGAP1 estan sobreexpresados en algunos
tipos de cancer, como el de mamas y el carcinoma colorectal (White et al., 2009), es la siguiente:
¢Es la sobreexpresion de IQGAP1 la causante de la formacién de células tumorales o es dicha
sobreexpresién una consecuencia de la progresion del tumor?. A pesar de que este fendmeno no
esta del todo claro aun, estudios in vitro del equipo de Jadeski revelaron que cuando IQGAP1 estd
sobreexpresado en células con fenotipo tumoral de cancer de mama MCF-7 existe un gran
potencial de proliferacion de dichas células. Contrariamente, se observé que células con “knock
down” de IQGAP1 reducen la proliferacién celular in vitro y la tumorigénisis in vivo ((Jadeski et al.,
2008); Johnson et al., 2009). Estos ultimos acontecimientos reducen los niveles celulares de Cdc42
y Racl activos; dos proteinas que son necesarias para que IQGAP1 estimule los mecanismos de
invasion en las células tumorales. Por lo tanto, cuando IQGAP1 no puede unirse a Cdc42 ni a Racl
es incapaz de incrementar la invasion celular (Jadeski et al., 2008). A su vez, fue detectado que la
localizacién subcelular de IQGAP1 se encuentra alterada en procesos de neoplasia. Dicha
localizacién varia dependiendo del grado de diferenciacién del tumor y se ha detectado que otorga
informacion respecto al grado de severidad de ciertos tumores como el de mama y el de intestino;

(Nabeshima et al., 2002); (Jadeski et al., 2008).
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5) Potencial de Membrana Plasmatica

El potencial de membrana plasmatica (PMP) resulta de la diferencia de cargas eléctricas a ambos
lados de la membrana plasmatica, debido a un ligero exceso (microscopico) de iones positivos
sobre los negativos en un lado y un ligero déficit en el otro (Alberts et al., 1996; (Levin, 2009).
Estas diferencias de carga pueden deberse tanto a un bombeo electrogénico activo como a una
difusion pasiva de iones (ibid). Cuando existen varios iones permeantes distribuidos
desigualmente, el potencial de membrana se aproxima al potencial de equilibrio del ion mas

permeante. Esto esta expresado matematicamente en la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz:

fn = T . (PK[I{+]OUt + Pra[NaJout + PCI[Ol_lin)

F o\ Pl + PralNa Jin + PaalCl o

Siendo:

- [K], la concentracién del ion K+ extracelular (similar nomenclatura se aplica para los iones Na+y CI-)
-[K+]i la concentracidn del ion K+ intracelular

-R es la constante universal de los gases (8.314 joules-K-1-mol-1)

-T es la temperatura absoluta medida en Kelvin

-F es la constante de Faraday 96,485 coulomb.mol-1)

Las proteinas de la membrana plasmatica son susceptibles a las alteraciones de potencial eléctrico
(Olivotto et al., 1996), ya sea frente a una despolarizacion o una hiperpolarizacion del PMP. Se ha
constatado que existe un vinculo entre las modificaciones del PMP y diferentes procesos celulares
tales como la proliferacion (Pardo, 2004), la diferenciacién (Barth and Barth, 1974); (Konig et al.,

2004), la cicatrizacién (Chifflet et al., 2005b) y el cancer (Wang et al., 1998), entre otros.

La proliferacidén celular es un proceso estrictamente controlado y regulado por una serie de
mecanismos y existe evidencia experimental que indica que los canales de K* juegan un rol
importante en dicho proceso. La inhibicién de dichos canales conlleva a un decaimiento en la

proliferacion, tanto en modelos en donde la proliferacién es una respuesta fisioldgica como los
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linfocitos o en aquellos donde es una manifestacidon de una condicidn patoldgicas; como en células

cancerigenas (Pardo, 2004).

En cuanto a la diferenciacién celular, el equipo de Barth demostré mediante la experimentacién
con un explante de ectodermo de Rana Pipens, que es posible diferenciar sus células en una
variedad de tipos mediante la modulacién del contenido de iones en el medio extracelular en

donde eran cultivadas (Barth and Barth, 1974).

En cultivos de epitelio intestinal, el equipo de Rao ha demostrado que existe una activacion en la
expresion del canal de potasio dependiente de voltaje (Kv) y un aumento de la concentracion de
Ca?* citosdlico en el proceso de migracion durante la cicatrizacion del epitelio (Rao et al., 2002).
En un modelo de heridas mecanicas producidas en monocapas confluentes de BCE en cultivo se
observé que ocurre una despolarizacién de las células a nivel del borde de la herida y se constaté
también que si se inhibe dicha despolarizacién se impide la reorganizacién caracteristica de la
actina presentada durante el proceso cicatrizal normal y la velocidad de cicatrizacién se ve
disminuida (Chifflet et al., 2005). Otros autores, por su parte, han vinculado la despolarizacién del
PMP como determinante en el aumento en la fosforilacién de la cadena liviana de la miosina en las
células tubulares renales y la activacion de Rho (Szaszi et al., 2005) y ERK en estas células (Waheed

et al., 2010).

Mediante el estudio de lineas celulares normales y cancerigenas ha sido posible establecer una
asociacién entre el potencial de membrana y el cancer (Minuk, 2000). En estudios in vitro
realizados por Minuk y colaboradores ha sido constatado que cuando a una linea de hepatocitos
cancerigenos se les restaura el valor de potencial de membrana al valor del de los hepatocitos con
fenotipo normal se observa una pérdida de las propiedades malignas de las células asi como una
dismunicidn en la actividad proliferativa de las mismas (ibid). Asimismo, ha sido establecido que
existen diferentes valores de potencial de membrana en varios tipos de células cancerigenas. Esto
estaria indicando que las propiedades bioeléctricas podrian ser una herramienta de suma utilidad

para la caracterizacion celular (Sundelacruz et al., 2009).
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6) Antecedentes Inmediatos

Despolarizacién de la membrana plasmatica

En trabajos previos en nuestro laboratorio se mostré que la depolarizacién de la membrana
plasmatica (PMP) provoca una reorganizacidn del citoesqueleto de diversas células epiteliales en
cultivo. En particular, en estudios de endotelio de cérnea en cultivo, la despolarizacion de la
membrana plasmatica provoca cambios en la morfologia celular que consisten mayoritariamente
en cambios en la organizacién del citoesqueleto donde se observa una redistribucién de la actina-F
y los microtubulos (Chifflet et al., 2003). Dicha reorganizacién consiste mayormente en la
reubicacion de la actina periférica hacia el centro de la célula, proceso que se acompaina de una
importante desorganizacién de las uniones celulares. Los resultados experimentales sugieren que
para que ocurran los cambios las células deben estar diferenciadas; con sus filamentos de actina
principalmente organizados en haces periféricos que se asocian a las UAs y UOs. En las células no

diferenciadas o que carecen de un fenotipo epitelial bien definido no es posible observar este

efecto de la despolarizacion (Chifflet et al., 2004).

20 min gra

Figura 18: Evolucion temporal de la remodelacion de los filamentos de actina en células BCE (bovine corneal
endothelium) provocados por la despolarizacion de la membrana plasmatica. En la figura A, las células han sido
incubadas con DPBS como solucidn control, mientras que en By en C puede apreciarse la desorganizacion de las uniones
celulares a medida que aumenta el tiempo de incubacidn con la solucién de gramicidina que provoca una

despolarizacion del potencial de membrana plamatica. Tomado de Chifflet, 2003.
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Hiperpolarizacién de la membrana plasmatica

Por otro lado, en nuestro laboratorio fueron explorados los efectos causados por la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica. Para generar una hiperpolarizacién, el sodio del
medio fue sustituido por un catién no difusible o se incubd el medio de cultivo con valinomicina,
un ionéforo de potasio. Dichos estudios revelaron que la hiperpolarizacion de monocapas de
células BCE en cultivo determina un incremento de la estabilidad de las uniones adherentes y de
los filamentos de actina, haciendo que éstos se redistribuyan hacia la membrana plasmatica (Nin

et al., 2009).

CS ChoCl

Actin

Figura 19: Efecto de la hiperpolarizacion en la distribucion de los filamentos de actina en células BCE. En la Figura A, las
células incubadas en una solucion control (CS) muestran un arreglo difuso de actina-F. En B, las células tratadas con una
solucion hiperpolarizante, en las que se sustituye el NaCl por cloruro de colina (ChoCl) presentan sus filamentos de
actina en una mayor aposicion con la membrana lateral, lo que resulta en un anillo de actina mas compacto. Tomado de

Nin, 2009.
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Objetivos

Objetivos Generales:

Como ha sido mencionado, a través de los trabajos pioneros de Bloom y colaboradores y otros
autores se logré establecer que una de las principales funciones de IQGAP1 es la de modular los
filamentos de actina y los microtubulos del citoesqueleto (Bashour et al., 1997). Por otro lado, los
antecedentes experimentales de nuestro laboratorio indican que la actina-F sufre cambios en su
localizacidén cuando las células son sometidas a cambios de potencial de membrana plasmatica

(Chifflet et al., 2004; Chifflet et al., 2005a; Chifflet et al., 2003; Nin et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la posible vinculacion de IQGAP1 en la remodelacién del
citoesqueleto de actina frente a modificaciones inespecificas del potencial de membrana en
células de endotelio de aorta bovino (BAEC), endotelio de cornea de bovino (BCE) y epitelio de

rifidn de perro (MDCK).

Objetivos Especificos

Con el fin de cumplir el objetivo establecido, fueron propuestos los objetivos especificos que se

detallan a continuacién:
e Observary comparar la distribucién de IQGAP1 en BAEC, BCE y MDCK.

e Estandarizar el momento en el que los filamentos de actina y la proteina IQGAP1

colocalizan en la periferia celular en diferentes lineas de BAEC.

e Evaluar la presencia de modificaciones en la distribucion subcelular de IQGAP1 frente a

variaciones inespecificas de PMP en BAEC, BCE y MDCK.
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Materiales y métodos

Con excepcion de la obtencién y el mantenimiento de los cultivos, todas las maniobras

experimentales fueron realizadas por el autor de esta tesis.

1) Cultivo celular

Los cultivos de células BCE se obtuvieron de forma rutinaria en nuestro laboratorio a partir de ojos
de vaca fresco y cultivados por procedimientos estandar en medio MEM suplementados con 10%

de suero hasta alcanzar confluencia, como se describe en (Chifflet et al., 2003)

Las BAEC se obtuvieron a partir de aortas frescas de bovino amablemente brindadas por el
Frigorifico “Las Piedras”. Para realizar la extraccién de las células endoteliales de las aortas, éstas
se trataron con colagenasa (65 U/ml) en DPBS a 37 °C durante 30 minutos. A continuacion, las
células endoteliales fueron removidas con una espatula y se cultivaron en medio de cultivo
Minimum Essential Media (MEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), 50 pg/ml
de gentamicina y 0.25 pg/ml de anfotericina B. Cuando alcanzaron la confluencia, las células

fueron subcultivadas y mantenidas en el mismo medio.

Las células Madin-Darby canine kidney (MDCK) se cultivaron por procedimientos estandar en

medio DMEM suplementadas con 10% suero hasta alcanzar la confluencia.

2) Modificaciones en el PMP

Para estos experimentos fueron utilizadas monocapas confluentes de células BAEC, BCE y MDCK y
las soluciones que se detallan a continuacidn; como se describiera en (Chifflet et al., 2003) y (Nin

et al., 2009):

1) Solucion control: NaCl 127mM, KCl 5.4mM, NaH2PO4 1.02mM, CaCl2 3.6mM, MgS04
0.8mM, Hepes 10mM, pH 7.4.

2) Solucién hiperpolarizante. Solucidén de cloruro de colina (ChoCl): idem que la solucién

control, con la sustitucién de NaCl por una cantidad equimolar de ChoCl.
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3) Solucién despolarizante. Solucidn de gluconato de potasio (KGIn): idem que la solucién

control, con la sustitucién de NaCl por una cantidad equimolar de KGIn.

El tiempo de incubacién con las diferentes soluciones fue de 1 hora.
Inmunofluorescencia

Para visualizar las diferentes proteinas se utilizd el siguiente procedimiento general. Las
monocapas celulares se fijaron a temperatura ambiente con paraformaldheido 4 % en DPBS (con
CaCl, 0.9 mM y MgCl, 0.5 mM adicionados en el momento de usar) por 15 minutos. Luego, las
células se permeabilizaron a temperatura ambiente con Tritén 0,5% por 5 minutos y se incubaron
con el anticuerpo primario correspondiente. A continuacion, las células se lavaron tres veces con
DPBS y se incubaron con el anticuerpo secundario. Finalmente, las monocapas se lavaron tres
veces con DPBS y una vez con agua destilada, y se montaron en glicerol-Tris 1.5 M, pH 8.8 (5:1).
Las incubaciones con los anticuerpos se realizaron durante una hora a 37°C en camara hiumeda y

las diluciones de los anticuerpos se hicieron en seroalbumina bovina (BSA) 1% en DPBS.

Para la tincién de IQGAP1 y B-catenina, las células se permeabilizaron 5 min con TX-100 0.5% en
DPBS. Los anticuerpos se utilizaron a las siguientes diluciones: anti IQGAP1 anticuerpo
monoclonal, gentilmente donado por el Dr. George Bloom, a partir de un sobrenadante de
hibridoma en una dilucién 1/25, y anti B-Catenina con un anticuerpo policlonal (Sigma) a una
dilucién final de 1/4000. Para revelar IQGAP1 se utilizd un anticuerpo secundario conjugado a
Alexa 488 (Molecular Probes, Inc.) utilizando 1/400 como dilucién final. Para visualizar actina-F
simultdneamente a los antigenos anteriormente mencionados, las células se incubaron con
faloidina conjugada a fluoresceina isotiocianato (FITC), a dilucion 1/100 en la solucién del
anticuerpo secundario. Para revelar la B-catenina fue utilizado el anticuerpo secundario conjugado

a Cy3 de Jackson Inmunoresearch a una dilucién 1/500.
Las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot utilizando los

filtros apropiados con un objetivo PlanFluor (Depto. De Histologia y Embriologia, Facultad de

Medicina, UdelaR), y se fotografiaron con una cdmara digital Kodak MDS120 usando el software
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MDS120 (Kodak Digital Science) y el programa Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.) como

aplicaciéon madre.

3) Extraccidn con detergente y andlisis por Western Blot

Se utilizaron monocapas confluentes de células BAEC, BCE y MDCK cultivadas en cajas de Petri de
35 mm. Las placas se colocaron sobre el hielo y las células fueron suspendidas en 200 pl de buffer
de extraccion frio (DPBS + TX-100 0,5%) por 5 minutos. Inmediatamente después, a la fraccién
soluble (S) obtenida se le agregaron 70 pl de buffer de muestra 4X. La fraccion insoluble (),
adherida a la placa de Petri, fue resuspendida en 270 ul de buffer de muestra 1X y las células

fueron levantadas con la ayuda de un removedor de células (“cell scraper”).

Se cargaron 50 pl de muestra en un gel SDS-PAGE 7 % que se corrid a voltaje constante de 180 V.
Luego de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de polivinildene difluoruro
(PVDF) (Immobilon, Millipore). Las membranas se bloquearon en leche en polvo descremada al 5%
en DPBS y se incubaron con el anticuerpo anti IQGAP1 a una dilucién de 1/1000 (ver mas adelante)
durante 1 hora a 37°C. A continuacién, las membranas se lavaron tres veces con DPBS y se
incubaron por 1 hora en cdmara humeda con el anticuerpo secundario anti conejo conjugado a
peroxidasa de rabano picante (dilucién final 1/2000) (Sigma A0545). Los anticuerpos se diluyeron
en una solucién de leche descremada 1%, Tween-20 0.5% en DPBS. Para visualizar las bandas se
utilizo el sistema “Enhanced Chemiluminescence System” (ECL) (Amersham, Arlington Heights, IL)

y las placas XAR5 (Kodak, Rochester, NY).

Puesta a punto de la técnica

Con el fin de conocer la concentracién de anticuerpo anti IQGAP1 que permitiera poner en
evidencia las posibles diferencias de concentracion de las bandas proteicas, se realizd una curva de
calibracion sembrando 3 bandas con diferentes diluciones de la muestra; pura, y diluciones %2y %
de la misma. Se realizaron varios Western Blots segun el procedimiento indicado anteriormente. A
continuacién se presentan los resultados obtenidos con las diferentes diluciones del anticuerpo

primario.
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Concentracién de anti IQGAP1 1/400:

190KDa —»
P 1/2 1/4

Figura 19: Western Blot de IQGAP1 en células MDCK. La (P) corresponde a la muestra pura; (1/2) a la muestra diluida a

la mitad y (1/4) a la muestra pura cuatro veces diluida. Todas las muestras fueron incubadas con una dilucion de 1/ 400

de anticuerpo primario anti IQGAP1.

Mediante este resultado, pudo concluirse que la dilucién 1/ 400 del anticuerpo primario no era la
adecuada para utilizar en el estudio de la expresién de IQGAP1, dado que dicha diluciéon no

permitio distinguir la diferencia de concentracion existente entre las bandas.

1) Concentracion de anti IQGAP1 1/1000:

190 KbDa —»

Figura 20: Western Blot de IQGAP1 en células MDCK. La (P) corresponde a la muestra pura; (1/2) a la muestra diluida a

la mitad y (1/4) a la muestra pura cuatro veces diluida. Todas las muestras fueron incubadas con una dilucién de 1/ 1000

de anticuerpo primario anti IQGAP1.

En este caso, pueden apreciarse las diferencias de concentracién de las muestras. Por tanto, para
el estudio de la expresion de IQGAP1 en las fracciones solubles e insolubles a la extraccion con

Triton X-100 fue elegida la dilucién 1/1000 del anticuerpo primario anti IQGAP1.
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4) Determinacién de las modificaciones en el potencial de membrana plasmatica

Los cambios en el potencial del membrana plasmatica fueron determinados mediante microscopia
de fluorescencia empleando la sonda potenciométrica anidnica Oxonol V (bis-(3-phenyl-5-
oxoisoxazol-4-yl). El Oxonol V es un compuesto fluorescente hidrofébico anidnico que se
distribuye en las membranas intracelulares de forma dependiente del potencial de membrana. La
concentracion final de Oxonol V utilizada fue de 0.3 uM en DPBS. Como se ha mostrado en
estudios anteriores, un incremento en la intensidad de fluorescencia del Oxonol V se correlaciona
con una despolarizacion de membrana (Chifflet et al., 2003). El Oxonol V fue mantenido a una
concentracidn stock de 0.7 mM en etanol a 42 C. En todos los casos se incubaron las células
durante 30 minutos a temperatura ambiente en sus soluciones correspondientes: NaCl (Control),
KGIn, o ChoCl y. Por ultimo, cada laminilla fue montada en una camara fabricada en nuestro
laboratorio como se esquematiza en la Figura 21, conteniendo las mismas soluciones salinas en las

que fueron incubadas y fueron visualizadas bajo el microscopio de fluorescencia.

aspirating catheter

to e h A —— l- 0
syringe

coverslip
tape, 1 mm .,/ manolayer slide

lhickl_Lr---{__-r__l ¢

Figura 21: Esquema de la camara fabricada en nuestro laboratorio para la observaciéon al microscopio de

epifluorescencia de las laminillas utilizadas para la determinacién de las modificaciones en el potencial de membrana

plasmatica. Tomado de Chifflet et al., 2003.
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Resultados

1) Localizacidn de IQGAP1 en células en cultivo

Como fue descrito en los antecedentes bibliograficos, en células epitelios bien diferenciados es
posible observar a IQGAP1 en regiones ricas en actina-F tales como las UAs, donde colocaliza con

proteinas de la union como la E-cadherina y la B catenina.

Con el propdsito de obtener informacidon comparativa respecto a la localizacion de IQGAP1 en

epitelios en cultivo, fueron utilizadas tres lineas celulares; MDCK, BCE y BAEC.

Células MDCK

Las células de la linea inmortal de rifidn de perro (MDCK) constituyen un modelo ampliamente
utilizado para el estudio de las propiedades de los epitelios. Esto se debe a que poseen la
propiedad de adquirir un fenotipo altamente diferenciado in vitro. La Figura 22 muestra la

localizacién de IQGAP1 y la distribucion de actina-F en monocapas confluentes de MDCK.

Actina-F IQGAP1

Figura 22: Localizacion de IQGAP1 en monocapas confluentes de células MDCK sembradas sobre laminillas de vidrio.

A. Tincién con faloidina-FITC para visualizar la actina-F. B. Tincion con el anticuerpo anti IQGAP1. Barra: 20 um.
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Como puede observarse en la Figura 22, IQGAP1 posee una localizacidn subcortical y codistribuye

con la actina-F, en concordancia con lo encontrado la bibliografia (Bashour et al., 1997).

Células BCE

La localizacion de IQGAP1 en células BCE confluentes luego de 12 dias de cultivo se observa en la

Figura 23.

Actina-F IQGAP1

Figura 23: Localizacion de IQGAP1 en monocapas confluentes de células BCE sembradas sobre laminillas de vidrio. A.
Tincidn con faloidina-FITC para visualizar la actina-F. B. Tincidn con el anticuerpo anti IQGAP1 para visualizar IQGAP1.

Barra: 20 pm.

En células BCE, tanto IQGAP1 como los filamentos de actina, ademds de poseer un componente

citoplasmatico tienen un refuerzo en la zona subyacente a la membrana.
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Células BAEC

Las células BAEC utilizadas para este trabajo presentaron al microscopio de fase un fenotipo
pavimentoso caracteristico, sugiriendo cierto grado de diferenciaciéon celular. Sin embargo, a
diferencia de lo encontrado en los dos tipos celulares anteriores (MDCK y BCE), en células BAEC
IQGAP1 se observd exclusivamente en el citoplasma celular (Figura 24 B). Con el objetivo de
determinar si se trataba de un caso particular de la linea celular seleccionada o de una
caracteristica propia de las células BAEC en nuestras condiciones de cultivo, se estudiaron siete
lineas celulares a diferentes dias de cultivo. En todas ellas se observd un patron de
comportamiento similar, en el cual a medida que el tejido se encontraba mas maduro era posible

evidenciar zonas en las que IQGAP adoptaba una localizacion mas periférica.

Figura 24: Imagenes caracteristicas de las monocapas confluentes de BAEC utilizadas en esta tesis.
A. Contraste de fase de una monocapa de células BAEC sembrada sobre laminillas de vidrio. B. Inmunofluorescencia de

IQGAP1. Barra: 50 pm.

A continuacién se presentan las imagenes de las lineas 1 y 2; las mds representativas de las siete
lineas estudiadas en este trabajo. A continuacion, a modo de ejemplo, se presentan las imagenes

de las lineas 1y 2.
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10 dias

14 dias

18 dias

Actina-F IQGAP1

Figura 25: Curso temporal de monocapas de BAEC de la linea 1 sembradas sobre laminillas de vidrio observadas a
través del Microscopio de Fluorescencia. Tincién con faloidina-FITC para visualizar la actina-F (verde) y tincidn con el
anticuerpo anti IQGAP1 (rojo) para visualizar IQGAP1. Las figuras Ay B corresponden a 10 dias de; las Cy D a 14 dias y
las E y F a 18 dias de cultivo. Notese que a los 18 dias de cultivo es posible visualizar a IQGAP1 en regiones periféricas en

algunas de las células (flecha). Barra: 50 pum.

46



Actina-F IQGAP1

14 dias

17 dias

21 dias

F igura 26: Curso temporal de la localizacion de IQGAP1 en monocapas de BAEC de la linea 2 sembradas sobre
laminillas de vidrio. Tincidn con faloidina-FITC para visualizar la actina-F y tincidn con el anticuerpo anti IQGAP1 para
visualizar IQGAP1. Las figuras Ay B corresponden a 14 dias de cultivo; las Cy D a 17 dias y las E y F a 21 dias de cultivo.

Noétese que a los 21 dias de cultivo es posible observar IQGAP1 en la periferia celular en algunas zonas (flecha). Barra: 50

um.



Si bien en la Figura 25 F y Figura 26 F es posible evidenciar a IQGAP1 en la periferia celular de
algunas células, no fue posible observar una localizacion subcortical continua como la observada
en MDCK y BCE. Adicionalmente, fueron estudiadas otras cinco lineas celulares donde tampoco se
constato dicha localizacidn (datos no mostrados). Una dificultad con la que nos enfrentamos fue la
imposibilidad de trabajar con células con mas de 21 dias de cultivo, dado que pasado ese tiempo
perdian por completo su adherencia al sustrato (en este caso las laminillas de vidrio). En estudios
previos de nuestro laboratorio se ensayd cultivar las células BAEC sobre diferentes sustratos con el
fin de observar la respuesta de las células luego de los 21 dias de cultivo. Sin embargo, con

ninguno de los sustratos ensayados fue posible mantener la adherencia pasados dichos dias.

Posteriormente a estos estudios propusimos visualizar la localizacién de IQGAP1 en endotelio de
aorta bovino “in toto”. En este caso, fue posible constatar una localizacién subcortical de IQGAP1
junto con la de la actina-F. Estos resultados no se muestran en este trabajo debido a que las
fotografias que tomamos no son lo suficientemente nitidas y en ese momento no contadbamos con

un microscopio confocal.

Localizacion de la B-catenina en células BAEC en cultivo

Los equipos de Rodriguez-Boulan y de Nelson obtuvieron evidencias a favor de que el primer paso
en la formacion de los dominios de membrana en células no polarizadas involucra la interaccion
celular a través de moléculas de adhesion como la E-cadherina (Rodriguez-Boulan and Nelson,
1989); (Nelson, 2003). Asimismo, el equipo de Takai y colaboradores ha constatado que el
complejo nectina-afadina también se encuentra involucrado en dicho proceso (Takai et al., 2008a).
Segun lo indica la bibliografia, la B-catenina se encuentra unida a la E-cadherina en la membrana
celular formando un complejo que, al unirse con los filamentos de actina, estabilizan las UAs
(Hartsock, 2008). En esta seccién del trabajo nuestro objetivo fue observar la localizacion de la B-
catenina en células BAEC con 10 dias de cultivo con el fin de constatar si las UAs se encontraban

ensambladas.
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Actina-F B-catenina

Figura 27: Localizacién de IQGAP1 en monocapas de BAEC sembradas sobre laminillas de vidrio observadas a través
del Microscopio de Fluorescencia. Las células fueron tefiidas con faloidina-FITC para visualizar la actina-F (verde) y con

el anticuerpo Cy3 para visualizar la B-catenina (rojo). Barra: 20 um. (La flecha indica un espacio libre de céulas)

La Figura 27 muestra que aun en monocapas subconfluentes la B-catenina se localiza en la
membrana lateral. Este resultado sugiere que las células utilizadas para la localzicién de IQGAP1
las UAs se encontraban ensambladas. De esta forma, fue posible descartar la hipétesis de que la
localizacién citoplasmatica de IQGAP1 se debia a la falta de ensamblaje de las uniones celulares. El
conjunto de los resultados presentado en las Figuras 25 y 26 sugieren que, en nuestras
condiciones de cultivo, la ubicacion de IQGAP1 a nivel de las uniones celulares en BAEC podria ser
un evento tardio, posterior a los 21 dias de cultivo. Cbmo mencionamos antes, la pérdida de la
adherencia al sustrato de las células, no nos permitié estudiar la localizacion de IQGAP1 en

monocapas de mas de 21 dias de cultivo.
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2) Determinacion de los cambios en el Potencial de Membrana

En base a los antecedentes experimentales de nuestro laboratorio descritos en la Introduccion, el
objetivo principal de este trabajo fue investigar si IQGAP1 modifica su localizacidn celular en
respuesta a las variaciones en el PMP en monocapas de MDCK, BCE y BAEC. Con el propésito de
verificar si las soluciones empleadas para modificar el PMP en efecto lo modificaban, se empleé la
sonda potenciométrica oxonol V cuya intensidad de fluorescencia aumenta con la despolarizacion
del PMP y disminuye con la hiperpolarizacién (Lindsay Bashford et al., 1979). En las Figuras 28-30
es posible observar que en los tres tipos celulares estudiados el tratamiento con la solucion ChoCl
produjo una disminucién de la intensidad de fluorescencia lo cual sugiere una hiperpolarizacién,
mientras que con la solucion de KGIn se observd un aumento en la intensidad de fluorescencia,

consistente con una despolarizacién.
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Figura 28: Modificaciones en la intensidad de la fluorescencia de oxonol de monocapas confluentes de células MDCK
provocadas por las soluciones de KGIn y ChoCl. Las monocapas de células BCE se incubaron 30 min en presencia de
oxonol V 4.2 uM en las soluciones correspondientes (control, KGIn y ChoCl). A. Fluorescencia de oxonol V. Barra: 50 um.
B. El grafico muestra el porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia de oxonol V para cada condicidn

experimental (promedio + desvio estandar).
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Figura 29: Modificaciones en la intensidad de la fluorescencia de oxonol de monocapas confluentes de células BCE
provocadas por las soluciones de KGIn y ChoCl. Las monocapas de células BCE se incubaron 30 min en presencia de
oxonol V 4.2 uM las soluciones correspondientes (control, KGIn y ChoCl). A. Fluorescencia de oxonol V. Barra: 50 um. B.
El grafico muestra el porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia de oxonol V para cada condicidn

experimental (promedio + desvio estandar).
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Figura 30: Modificaciones en la intensidad de la fluorescencia de oxonol de monocapas confluentes de células BAEC
provocadas por las soluciones de KGIn y ChoCl. Las monocapas de células BCE se incubaron 30 min en presencia de
oxonol V 4.2 uM las soluciones correspondientes (control, KGIn y ChoCl). A. Fluorescencia de oxonol V. Barra: 50 um. B.

El grafico muestra el porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia de oxonol V para cada condicidn

experimental (promedio + desvio estandar).
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3) Efectos provocados por los cambios en el Potencial de Membrana

Durante varios afios nuestro grupo de investigacion ha contribuido en el estudio de los efectos los
cambios en el potencial de membrana sobre la organizacién del citoesqueleto (Chifflet et al., 2003;
Chifflet et al., 2004; Nin et al., 2009). Entre otros hallazgos, se encontré que la compactacién de la
actina periférica provocada por la hiperpolarizacién del PMP contribuye a que las uniones célula-
célula sean mas estables (Nin et al.,, 2009), mientras que una depolarizacién provoca una
reubicacion de la actina periférica hacia el centro de la célula, proceso que induce una disrupcién
celular importante en células BCE (Chifflet et al., 2003). Ha sido descripto que para conseguir los
cambios en el citoesqueleto en respuesta a la depolarizacidon del PMP la disposicidn de la actina
debe ser periférica y las uniones adherentes deben de estar bien formadas (Chifflet et al., 2004;

Nin et al., 2009).

Los efectos de los cambios de potencial de membrana sobre IQGAP1 fueron estudiados en
monocapas confluentes de células MDCK, BCE y BAEC y los resultados obtenidos se muestran a

continuacion.
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Células MDCK

Actina-F IQGAP1

Control

ChoCl

Figura 31: Respuesta del citoesqueleto de actina y de la IQGAP1 a los cambios de PMP en células MDCK. Monocapas

confluentes de MDCK con 11 dias de cultivo, incubadas en la soluciéon control (A) y (B), en la soluciéon despolarizante (C) y

(D) y en la hiperpolarizante (E) y (F) y tefiidas para visualizar la actina-F e IQGAP1. Barra: 50 um.



Como se observa en la Figura 31 A y B, en las células MDCK tratadas con la solucién control, la
actina-F al igual que IQGAP1 poseian una localizacion periférica. En respuesta al tratamiento con
KGIn ambas proteinas sufrieron una relocalizacion al centro de la célula, como se puede evidenciar
en la Figura 31 C y D. Contrario a lo que sucede en BAEC y en BCE (como se muestra mas
adelante), las MDCK no mostraron ni una retraccion del citoesqueleto de actina ni tampoco se
observé una pérdida de las uniones celulares frente a una despolarizacion de la membrana
plasmatica. En las Figura 31 Ey F no se aprecian cambios aparentes significativos por parte de la

actina-F ni de IQGAP1 frente al tratamiento hiperpolarizante con ChoCl.

Células BCE

Actina-F IQGAP1

Control

KGIn
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Figura 32: Respuesta del citoesqueleto de actina y de la IQGAP1 a los cambios de PMP en células BCE. Monocapas
confluentes de BCE con 12 dias de cultivo, incubadas en la solucién control (A) y (B) Barra: 20 um y en la solucidn
despolarizante (C) y (D) y tefiidas para visualizar la actina-F e IQGAP1. Barra: 50 um. La flecha indica el incremento de los

espacios intercelulares en el citoesqueleto de actina provocado por el tratamiento con KGlIn.

En las células BCE con 12 dias de cultivo tratadas con la solucién control, fue posible observar, que
la actina-F desplegaba su morfologia tipica en la periferia celular a la altura de las UAs y que
IQGAP1 se encontraba siguiendo a la actina-F en un anillo circunferencial. Por otro lado, el
tratamiento con la solucién despolarizante puso en evidencia la existencia de una retraccién de los
filamentos de actina, mientras que IQGAP1 mantiene su ubicacidn periférica sin percibirse
cambios notables aparentes, tal como lo muestra la Figura 32 B y C. El tratamiento

hiperpolarizante no fue posible llevarlo a cabo en estas células por razones metodoldgicas.
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Figura 33: Respuesta del citoesqueleto de actina y de la IQGAP1 a los cambios de PMP en células BAEC. Monocapas
confluentes de BAEC con 16 dias de cultivo, incubadas en la solucién control (A) y (B), en la solucidn despolarizante (C) y

(D) y en la hiperpolarizante (E) y (F) y tefiidas para visualizar la actina-F e IQGAP1. Barra: 50 um.
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En el tratamiento con la solucidn control en células BAEC con 16 dias de cultivo se observé que la
actina-F se encontraba periférica, mientras que IQGAP1 poseia una ubicacion citoplasmatica,
como se observa en la Figura 33 A y B. Por otro lado, la solucién despolarizante condujo a una
redistribucién de los filamentos de actina asociados a las uniones adherentes hacia el interior
celular, lo cual resulté en la pérdida de los contactos intracelulares (Figura 33 C). Se observé
también que IQGAP1 no sufrié ninguna modificacion frente a este tratamiento, como lo evidencia
la Figura 33 D. Por dultimo, el tratamiento con la solucidon hiperpolarizante provocé una
movilizacién de los filamentos de actina hacia la periferia celular. En la Figura 33 E se puede
observar que el anillo de actina periférico paso a ser mas intenso y se encontré mejor delimitado
en las monocapas hiperpolarizadas en relacién a las monocapas control. IQGAP a su vez mostré un

notable cambio en su localizacién al volverse completamente periférica.

Recientemente en nuestro laboratorio, la Mg. Frances Evans realizd experimentos con otro
agentes hiperpolarizante, la valinomicina. La valinmomicina es un iondforo selectivo para el
potasio, y por lo tanto provoca hiperpolarizacién por un mecanismo distinto al del ChoCl. Es
interesante destacar que con el tratamiento con valinomicina se obtuvieron los mismos resultados
que los reportados aqui con ChoCl, sugieriendo que la relocalizacion de iQGAP1 es en efecto

debida una hiperpolarizacién y no a un efecto propio del ChoCl.
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4) Estudio de la_expresion de IQGAP1 en las fracciones solubles e

insolubles a la extraccion con Tritédn X-100 de células MDCK y BAEC

El fraccionamiento realizado utilizando el detergente no idnico Tritdn X-100 ha sido ampliamente
utilizado en estudios de biologia celular y bioquimica en virtud de que preserva la integridad del
citoesqueleto (Ramsby and Makowski, 2005). Dicha técnica consiste en la separacion de la fraccion
celular insoluble a dicho tratamiento, constituida fundamentalmente por el citoesqueleto y sus
proteinas asociadas y otros componentes celulares como los lipis rafts (Hooper, 1999), de la
soluble correspondiente principalmente a aquellas proteinas que se encuentran libres en el

citosol.

MDCK BAEC

Figura 35: Western Blot de IQGAP1 en las
fracciones solubles (S) e insolubles (I) de
células confluentes. (A) células MDCK. (B)

190 kDa
células BAEC.

Los resultados muestran que en células MDCK, IQGAP1 se encuentra en proporciones
aproximadamente iguales en la fraccidn soluble e insoluble de las células. Por el contrario, en
células BAEC se observa mayor cantidad de IQGAP1 en la fraccidon soluble. Este resultado se

discutira con mas detalle en la seccidn siguiente.
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Conclusiones y Discusién

Diversos estudios han demostrado que, tanto las células excitables como las no excitables, poseen
la capacidad de generar y de responder a sefiales eléctricas (Olivotto et al., 1996; Levin, 2009). Por
ejemplo, en trabajos anteriores de nuestro laboratorio realizados sobre monocapas confluentes
de diferentes epitelios en cultivo, se observé una remodelacion en el citoesqueleto cuando las
células fueron sometidas a variaciones en el PMP (Chifflet et al., 2004; Chifflet et al., 2005a;

Chifflet et al., 2003; Nin et al., 2009).

Este trabajo de tesis se centrd en la posible vinculacién de IQGAP1 en la remodelacion del
citoesqueleto de actina frente a modificaciones inespecificas del PMP en tres lineas celulares:
MDCK, BCE y BAEC. La proteina de andamiaje IQGAP1 es esencial para las células, ya que coordina
varias vias de sefializacién. La misma posee multiples dominios a través de los cuales regula
eventos celulares tales como la polimerizacion de la actina-F (Malarkannan et al., 2012), entre
otros. Hemos planteado el estudio de IQGAP1 debido a que, por su interaccién con la actina-F
(Bensenor et al., 2007); (White et al., 2012), podria actuar como una proteina intermediaria entre

los cambios en el PMP y la reorganizacion que sufre la actina-F frente a los mismos.

Localizacion de IQGAP1 en células en cultivo

Los trabajos pioneros realizados por el equipo de Bloom y colaboradores mostraron que, en
células de mamifero en cultivo, como por ejemplo: MDCK, NIH3T3 (fibroblastos de ratén), NRK
(células normales de rifidn de rata) y CV-1 (una linea celular procedente de los simios), IQGAP1 se
localiza in vitro en estructuras especificas del citoesqueleto de actina (Bashour et al., 1997). Dichas
estructuras son principalmente los ruffles de membrana, los cuales comprenden sitios que
contiene filamentos de actina recién polimerizados. Asimismo, se ha determinado que en células
epiteliales polarizadas, IQGAP1 se encuentra en los sitios de contacto célula-célula de las UAs
junto con la B-catenina y E-cadherina (Noritake et al., 2004). Adicionalmente, fue visualizada en
regiones del citoplasma celular como el reticulo endoplasmatico (Rittmeyer et al., 2008) y la
membrana del aparato de Golgi (McCallum et al., 1998) asi como también en la envoltura nuclear
(Johnson and Henderson, 2012). Por otro lado, el equipo de Yamaoka-Tojo y colaboradores
mostraron que IQGAP1 en el frente de migracion de células endoteliales en cultivo (Yamaoka-Tojo

et al., 2004).
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Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, tanto en células MDCK como en BCE,
IQGAP1 posee una localizacion subcortical, como la que presentan los filamentos de actina.
Contrario a esto, IQGAP1 fue visualizada Unicamente en el citoplasma celular en todas las lineas de
BAEC estudiadas. En apoyo a este hallazgo, existen algunos trabajos de investigacion en los cuales
IQGAP1 se constata en la region citoplasmica perinuclear en células de endotelio vascular en
cultivo. A su vez, dichos trabajos resultan muy interesantes debido a que describen que IQGAP1
modifica su localizacidn hacia la periferia celular en diferentes situaciones experimentales, como
se comenta a continuacion. El equipo de Berdyshev y colaboradores demostré que, mediante la
adicion exogena de S1P (sphingosine-1-phosphate) asi como a través de la inhibicién de la
proteina S1PL (S1P liasa) responsable de la regulacion de la acumulacién de SP1 intracelular, es
posible inducir un cambio en localizacion de Racl e IQGAP1 hacia la periferia celular (Berdyshev et
al., 2011). Otros estudios llevados a cabo por el equipo de Usatyuk pusieron de manifiesto que,
cuando la célula se encuentra condiciones de hiperoxia, se provoca la traslocacion de IQGAP1
hacia la membrana plasmatica asi como también un aumento en la interacciéon de IQGAP1 con

Racl (Usatyuk et al., 2009).

Mediante la observacion de la B catenina, la cual fue constatada en la membrana plasmatica
lateral, fue posible confirmar que las UAs se encontraban ensambladas a los 10 dias de cultivo. Sin
embargo, es probable que las uniones no contaran con la madurez ni estabilidad suficiente como
para reclutar a IQGAP1 a la periferia celular, por lo que nos planteamos la observacion de IQGAP1
en células BAEC a diferentes dias de cultivo. Como se muestra en las Figuras 25 Ey Fy 26 Ey F,
IQGAP1 se visualizd6 mayormente en el citoplasma tanto a los 18 como a los 21 dias de cultivo
respectivamente, aunque en algunas regiones existen evidencias de dicha proteina subyacente a la
membrana plasmatica. Si bien por motivos técnicos no fue posible realizar experiencias con células
con mas de 21 dias de cultivo (dado que las mismas se desprendian del sustrato), este resultado
nos lleva a suponer que pasados los 21 dias de cultivo IQGAP1 podria adquirir una localizacién

subcortical.
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Efectos de los cambios de PMP sobre la actina-F e IQGAP1

Segun lo indica la bibliografia, las variaciones en el PMP podrian jugar un rol en el proceso de
sefializacidn celular (Olivotto et al., 1996; Hernandez et al. 1998) asi como también podrian estar
involucrados en el mantenimiento de la estructura celular (Chifflet et al., 2003), al igual que en

otros fendmenos celulares.

Por un lado, mediante los experimentos realizados fue posible constatar que el cinturdn de actina-
F asociado a las UAs en monocapas confluentes de células MDCK, BCE y BAEC en cultivo es
sensible a los cambios de potencial de membrana como fuera descrito en trabajos previos de
nuestro laboratorio en el 2003, 2004 y 2009. Durante el proceso de despolarizacion, en las células
MDCK la actina-F se visualizé concentrada en el centro de la célula mientras que en BCE y BAEC se
vieron incrementados los espacios intercelulares, tal como fue descrito previamente (Chifflet et
al., 2003). En células BAEC la hiperpolarizacion provocé una redistribucion de los filamentos de
actina hacia la membrana plasmatica, de manera analoga de lo que fuera reportado para las
células BCE (Nin et al., 2009). En células MDCK dicho fenédmeno no fue perceptible debido a que la

actina-F se encontraba muy compactada en la periferia celular.

Por otro lado, mediante el tratamiento despolarizante fue posible observar que, en células MDCK
en cultivo, IQGAP1 formaba conglomerados en el centro de la célula adoptando la misma
localizacién observada en los filamentos de actina. A su vez, tanto en células BCE como en BAEC,
IQGAP1 no sufrié modificaciones notorias frente a este tratamiento. En el caso de las células BCE,
IQGAP1 mantuvo su localizacidn periférica, contrario a lo que sucedid con los filamentos de actina,
los cuales sufrieron una importante remodelacion. Asimismo, las células BAEC mantuvieron su
localizacidn citoplasmatica. Sin embargo, mediante el tratamiento de hiperpolarizacién realizado
en dichas células se visualizd una notable traslocacién de IQGAP1 hacia la periferia celular, la cual
adopté la misma localizacion que la actina-F. Debido a que la magnitud del campo eléctrico
decrece fuertemente con la distancia, por lo que las proteinas adyacentes al nucleo celular no son
afectadas por el campo eléctrico de la membrana plasmatica. Este resultado es novedoso dado
gue estaria sugiriendo que es posible posicionar a IQGAP1 subyacente a la membrana plasmatica
al realizar cambios en el PMP. A su vez, estaria sugiriendo que podria existir una proteina

intermediaria que trasmita a IQGAP1 las sefales de modificacién en el PMP.
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Si bien en esta tesis se exploraron Unicamente los efectos de la solucion de ChoCl, como se
mencionara en Resultados, la Mag. Frances Evans obtuvo los mismo efectos al utilizar la
valinomicina como agente hiperpolarizante. Este conjunto de hallazgos estaria indicando que
IQGAP1 adopta wuna localizacién periférica frente a un estimulo hiperpolarizante

independientemente del agente y mecanismo de hiperpolarizaciéon utilizado.

A través de los resultados obtenidos en este trabajo fue posible determinar que IQGAP1 respondio
de manera diferente a los cambios de PMP, dependiendo de la localizaciéon que poseia en cada

linea celular.

En su conjunto, con estos hallazgos iniciales no es posible afirmar que exista una vinculacion de
IQGAP1 en la remodelacion del citoesqueleto de actina frente a los cambios del PMP, pero si
sugieren que la localizacién de IQGAP1 se ve afectada por dichos cambios en algunos tipos

celulares.

Estudio de la extraccion con detergentes de IQGAP1 de células MDCK y BAEC

Mediante la técnica de Western Blot se estudid la distribucion de IQGAP1 en las fracciones
solubles e insolubles de una extraccion con Tritén X-100 de monocapas confluentes de células

MDCK y BAEC.

En células MDCK se encontrd que existe una proporcidn proteica similar en las fracciones solubles
e insolubles en Tritdn X-100. Contrario a esto, en células BAEC el bot revelé una mayor proporcion
de IQGAP1 en la fraccion soluble en Tritdn X-100. Este resultado sugiere que en BAEC IQGAP1

podria tener una menor asociacion al citoesqueleto que en MDCK.
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Perspectivas

Por motivos de tiempo no me fue posible completar los estudios necesarios para concluir si
IQGAP1 participa de las respuestas a las modificaciones inespecificas del PMP. Algunos de los

estudios que deberian completarse para estos efectos son:

1. Emplear otros agentes hiperpolarizantes y despolarizantes inespecificos del PMP con el
propésito de verificar si los cambios en la localizacidon de IQGAP1 observados obedecen a
cambios en el potencial de membrana o a efectos propios de las soluciones utilizadas en

este trabajo para provocar dichos cambios.

2. Realizar el estudio de la de IQGAP1 en las fracciones solubles e insolubles en Tritdn X-100

en monocapas confluentes de BCE.

3. Estudiar la expresién de IQGAP1 en las fracciones solubles e insolubles en Tritén X-100 en
monocapas confluentes de MDCK, BCE y BAEC sometidas a cambios en el PMP con el fin
de observar si existen cambios en las proporciones proteicas y asi correlacionar los

resultados con aquellos obtenidos mediante la inmunofluorescencia.

De encontrarse que en efecto la localizacién de IQGAP1 se modifica con los cambios en el PMP,
tendriamos un nuevo elemento a estudiar para lograr comprender las respuestas celulares a los

cambios en el potencial de membrana plasmatica.
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