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Resumen

Antecedentes. La Transicion de Epitelio a Mesénquima (TEM) o
transdiferenciacion de células epiteliales a células mesenquimales ocurre
en contextos fisioldgicos o patoldgicos, incluido el cancer. Implica la
pérdida del cinturon de adhesion epitelial y modificaciones del
citoesqueleto; disminucion de E-cadherina y aumento de vimentina,;
aumento de la capacidad migratoria y de la quimio-resistencia. La poli-
ADP-ribosa (PAR) es un polimero sintetizado por poli-ADP-ribosil
polimerasas (PARPS). PAR nuclear modula la estructura de la cromatina,
la expresion génica y la reparacion del ADN. PAR citoplasmica esta
menos estudiada. El inhibidor de PARP-1/2, Olaparib, es utilizado como
terapia anti-cancer de acuerdo a un rationale centrado en la reparacion

del ADN.

Hipotesis. Las células NMuMG (mama murina) tendrian PAR asociada al
cinturén de adhesion epitelial. Durante la TEM inducida por el factor de
crecimiento tumoral beta-1(TGF-B), ocurririan cambios de PAR nuclear,

citoplasmica y del cinturén. El Olaparib afectaria la TEM en su conjunto.

Objetivos: (i) determinar si las células NMuMG poseen el cinturon de
PAR vy si se desensambla durante la TEM; (ii) evidenciar si durante la
TEM existen modificaciones de PAR nuclear y citoplasmica; (iii) cuantificar
los cambios que ocurren durante la TEM, tanto a nivel molecular

(expresion y distribucion de determinados marcadores) como a nivel
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morfologico (anisotropia); (iv) evaluar si Olaparib previene o revierte la

TEM.

Metodologia. Se utilizé6 inmunocitofluorescencia, microscopia confocal y

técnicas de analisis de imagen.

Resultados y discusion. Las células NMuMG presentaron un cinturon de
PAR que se desensamblé durante la TEM inducida por TGF-B. A pesar de
la alta variabilidad observada, PAR nuclear y citoplasmica aumento
durante la TEM. Olaparib previno la TEM y también la revirti6 al menos
parcialmente, sugiriendo que Olaparib afecta no sélo los mecanismos de
reparacion del ADN en los cuales se basa el rationale actual para utilizarlo

en terapias de letalidad sintética, sino ademas la propia TEM.

Descripciéon de una situacion no prevista (Anexo A) La profundizacion
de este estudio esta actualmente detenida debido a cambios observados
en la linea celular NMuMG. Las células no tratadas, en pasaje 6-12, estan
mostrando caracteristicas hibridas, con uniones intercelulares en
cremallera, alta expresion de Vimentina, presencia de dafio genético,
evidenciado por y-H2AX y PAR nuclear. Nuestros datos sugieren que el
TGF-B presente en exosomas de suero fetal bovino utilizando para
cultivar las células, puede haber sido al menos parcialmente responsable

de las alteraciones observadas.
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Introduccion

Fenotipo Epitelial

El tejido epitelial reviste las cavidades y conductos del cuerpo, forma
glandulas y esté presente en la piel. Este tipo de tejido funciona como una
barrera selectiva entre las cavidades o el exterior del organismo y el tejido
conjuntivo subyacente. Las células que lo constituyen presentan una
polaridad 4pico-basal. La cara apical, opuesta a la basal, se dirige hacia la
luz del 6rgano o conducto, o hacia el exterior en el caso de la piel. La cara
basal esta adherida a la membrana basal. Las caras laterales se
caracterizan por la presencia de uniones intercelulares especificas.

(Alberts, 4ta Ed.; Geneser, 1a Ed.).

Las moléculas de adhesidon celular son proteinas transmembrana que
permiten a las células formar uniones con la membrana basal y con las

células vecinas (Figura 1) (Alberts, 4ta Ed.).

Las uniones con la membrana basal, cuyo principal componente es
integrina, son contactos focales y hemidesmosomas. Constituyen por su
lado intracelular puntos de anclaje al citoesqueleto de actina y a

filamentos intermedios, respectivamente (Alberts, 4ta Ed.).
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Existen cuatro tipos de uniones intercelulares que se distinguen por su
localizacion en el eje apico-basal de la cara lateral de la célula, las
proteinas que las conforman y su funcién. Desde apical a basal son
uniones ocluyentes, uniones adherentes, desmosomas Yy uniones

comunicantes (Alberts, 4ta Ed.).

Las uniones adherentes del epitelio forman el denominado cinturén de
adhesion o zonula adherens, permitiendo la adhesién entre células
vecinas vinculando sus citoesqueletos de actina a través de proteinas
asociadas (Figura 2). Esto provee al tejido resistencia al estrés mecénico
(tension). Las proteinas centrales de las uniones adherentes son las
cadherinas, proteinas transmembrana que forman homodimeros con las
moléculas provenientes de células contiguas de manera calcio-
dependiente. En el desarrollo embrionario tienen un importante rol en la
clasificacion celular durante la formacion de los tejidos, precisamente
porque soélo pueden unirse entre si las células que expresen la misma
cadherina. Proteinas como [(-catenina y a-catenina se unen a la E-
cadherina por su cara intracelular y participan directa o indirectamente en
el anclaje del citoesqueleto de actina. La actina cortical en células
epiteliales se dispone como un anillo paralelo al cinturén de adhesién.
Una proteina que participa en el anclaje del citoesqueleto de actina tanto
en los contactos focales como en las uniones adherentes, es la vinculina

(Alberts, 4ta Ed).
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Figura 1. Tipos de uniones celulares en tejidos epiteliales.

intercelulares: ocluyentes, adherentes, desmosomas y comunicantes.

Uniones

Uniones

célula-matriz extracelular: hemidesmosomas y contactos focales. Extraido de

Alberts, 4ta Ed. (2002).
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Membranas
de células contiguas

Filamento
de actina
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a-actinina
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Figura 2. Estructura de una unién adherente. Las cadherinas de células vecinas
se unen entre si formando homodimeros de manera calcio-dependiente. Del lado
intracelular, moléculas accesorias como a- y B- catenina, vinculina y a-actinina
permiten el anclaje del citoesqueleto de actina, y en particular de la actina

cortical. Extraido de Ross & Pawlina, 5ta Ed. (2007).
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Transicion de Epitelio a Mesénquima (TEM)

La transicion de epitelio a mesénquima (TEM) es un proceso mediante el
cual las células epiteliales sufren cambios bioquimicos y morfoldgicos,

adoptando un fenotipo mesenquimal.

La TEM puede ocurrir en distintos contextos biolégicos, pero existe una
base bioquimica y genética comun. En el afio 2008 se propuso clasificar
la TEM en tres tipos, segun el contexto biolégico en el que ocurria. Las
TEM de tipo | ocurren en implantaciéon del ovocito, formacién del embrion
y organogénesis del desarrollo embrionario. Puede dar origen a diversos
tipos celulares y células mesenquimales capaces de sufrir una reversion
del proceso (TME), de manera que pueden originar epitelios secundarios.
Las TEM de tipo Il estan asociadas a la reparacién y regeneracion de
tejidos. Se generan fibroblastos y otros tipos celulares para reparar los
tejidos dafiados. Este tipo de TEM culmina una vez que la inflamacion del
tejido disminuye. Las TEM de tipo Il ocurren en contextos patolégicos.
Dan origen a fibrosis y constituyen un paso en la generacion de canceres
de origen epitelial o carcinomas. Los carcinomas se caracterizan por las
altas tasas de proliferaciéon celular y la angiogénesis. En etapas
tempranas del desarrollo de carcinomas las células pueden migrar a
través de la membrana basal, y a medida que el proceso transcurre su

capacidad invasiva aumenta, permitiendo su diseminacion sanguinea o
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linfatica, también conocido como metastasis (Gilbert, 9a Ed.; Kalluri &

Weinberg, 2009; Zeisberg & Neilson, 2009).

Durante la TEM las células epiteliales pierden su polaridad apico-basal,
las uniones intercelulares adherentes y oclusivas se rompen y se
reorganiza el citoesqueleto (Lamouille et.al., 2014; Gonzalez & Medici,
2015). Esto lleva a un aumento de la capacidad migratoria e invasiva, asi
como de la resistencia a la apoptosis y senescencia, y pérdida de la
sensibilidad a la inhibicion por contacto (Cooper, 2000). La transicion se
considera completa una vez que la membrana basal del epitelio ha sido
degradada y las células son libres para migrar a otros tejidos (Kalluri &
Weinberg, 2009; Pengfei et. al., 2011). La TEM se considera una
transicion, ya que la alta plasticidad celular permite que sea

potencialmente reversible (Holzel et. al., 2012).

Marcadores moleculares de TEM

Durante la TEM disminuye la expresion de marcadores moleculares
epiteliales, y aumenta la de los mesenquimales (Figura 3). Disminuye la
expresion de E-cadherina, ZO-1 y Ocludina (Gonzalez & Medici, 2015).
Aumenta la expresion de B-catenina, y se transloca al nacleo (Brabletz et.
al., 1998; Mao et. al.,, 2013). Aumenta la expresién de Vimentina, una
proteina de los filamentos intermedios (Liu et. al., 2015). Se expresan los

factores de transcripcion Snail y Slug, reguladores negativos de la
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expresion de proteinas supresoras de tumores, como E-cadherina
(Pecina-Slaus, 2003; Zeisberg & Neilson, 2009; Yu et. al., 2010; Lamouille
et. al., 2014). Asimismo, Snail y Slug son capaces de generar un
mecanismo de retroalimentacion positiva, aumentando la expresion de

proteinas de la via de TGF-B1 (Dhasarathy et. al., 2011).

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition

U N AN ORI UK R Pyl i
B | RN | R Frmrt — I
Epithelial | — ‘ Mesenchymal
- < = - - — ~ag h ] .. cells
cells | — A A <. >
- 4 - A ———————— A - e BT

Progressive loss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

Figura 3. La Transicidon de epitelio a mesénquima. En amarillo se muestra el
fenotipo epitelial junto a un listado de sus marcadores moleculares clasicos.
Durante la transicién de epitelio a mesénquima se pierden los marcadores
epiteliales, la morfologia y polaridad de las células, adquiriendo un fenotipo
mesenguimal, mostrado en verde, y se adquieren los marcadores moleculares
listados en la imagen. Abreviaturas: ZO-1: zona occludens 1; MUC: mucina 1;
MiRNA200: microRNA 200; SIP1: survival of motor neuron protein interacting

protein; FOXC2: forkhead box 2. Extraido de Kalluri & Weinberg (2009).
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Modificaciones en el citoesqueleto de actina

Las fibras del citoesqueleto de actina son polimeros dindmicos y
versatiles que participan en la determinacion de la polaridad celular, la
distribucion de los organelos y la generacion de fuerzas contractiles y

movilidad celular (Hall, 2009).

Es caracteristico del fenotipo mesenquimal, un aumento de expresion de
actina filamentosa (F-actina) y la formacién de gruesas fibras de estrés

(Haynes et al., 2011).

Anisotropia de F-actina. Segun la Real Academia Espafiola la anisotropia
(opuesto a isotropia) se define como la cualidad de un cuerpo o sustancia
gue hace que sus propiedades fisicas varien segun la direccion en que se
midan. Esto implica que es posible cuantificar la orientacion y el grado de

alineamiento de estructuras fibrilares, como la F-actina durante la TEM.

Factor de crecimiento tumoral beta 1 (TGF-B)

El factor de crecimiento tumoral beta (TGF-) es una citoquina de la cual
existen 3 isoformas (TGF-B1, 2 y 3), cada una de las cuales es esencial
para el desarrollo. Se sintetiza como un propéptido. En el reticulo
endoplasmico, se une por enlaces disulfuro a una proteina latente de
unién a TGF-B (LTBP). En el complejo de Golgi ocurre un clivaje del

propéptido, dando lugar a un homodimero de TGF-B y los respectivos
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péptidos asociados a latencia (LAP). TGF-B, LAP y LTBP forman un
complejo que se secreta y permanece en la matriz extracelular. TGF-3
permanece en estado latente, bioldgicamente no disponible, hasta su
liberacion por accion de diversos estimulos como pueden ser proteasas
(Krstic & Santibafiez, 2014), especies reactivas del oxigeno (Rhyu et. al.,
2005) o modificaciones mecanicas (Maeda et. al., 2012). Al liberarse,
TGF-B impacta sobre el dominio extracelular de receptores de tipo | y Il
(TBRI, 1), asi como en co-receptores tipo Il (TBRIII; ubicuo tipo B-
glicanos o de expresion restringida tipo endoglinas) o CD109 (Bizet et al.,

2011; Santibafiez et al., 2011).

Los receptores de tipo | y Il (TBR | y Il) son bien conocidos como
serina/treonina quinasas pero también presentan actividad tirosina-
quinasa. TGF-B promueve la formacién de un complejo hetero-tetramérico

(2 TBRIy 2 TBRII). TBRII activa TBRI.

TGF-B1 es un inductor de la TEM (Miettinen et al., 1994; Bhowmick et al.,
2001; Maeda et al., 2004; Kalluri & Weinberg, 2009; Wendt et al., 2012;
Mahdi et al., 2015; Zhang, 2016). En este trabajo nos centraremos en la

isoforma 1 (que por simplicidad abreviaremos TGF-f3).

En la via canodnica de sefalizacion (Figura 4, izquierda), que ocurre
asociada a endocitosis receptor-mediada en vesiculas recubiertas de
clatrina, TBR | fosforila Smad2 y Smad3. Estas se disocian del dominio de

anclaje a membranas, se unen a Smad4, y el complejo de Smads se

19



transloca al nucleo, donde regula la expresion de sus genes blanco
(Taylor et al., 2010). Por ejemplo, aumenta la expresion de SNAI1/2
(también conocidos como Snail y Slug) (Aomatsu et al., 2011), que a su
vez bloguea la expresion de marcadores epiteliales como la E-cadherina y

aumenta la expresion de marcadores mesenquimales como la Vimentina.

Existen varias vias no canodnicas de sefalizacion (Figura 4, derecha)
iniciadas por actividad tirosina-quinasa de TBRI/Il y asociadas a caveolas.
Las caveolas son invaginaciones de membrana mecanosensitivas, ricas
en colesterol y caveolina (Cav-1) y ligadas a los filamentos de actina, que
tienen un rol importante en la sefalizacion celular, homeostasis lipidica y
adaptacién a los cambios de tension de la membrana. Por ejemplo, TGF-
B, de manera independiente de Smads, activa RhoA suscitando la
reorganizacion del citoesqueleto de actina (Bhowmick et al., 2001) y
también promueve el desensamblaje de las uniones intercelulares

(Ozdamar et al., 2005) que requiere inhibicién de RhoA (Zhang, 2016).

La primera linea celular en la que se indujo experimentalmente la TEM
con TGF-B fue NMuMG, proveniente de glandula mamaria de ratén. En
células NMuMG se demostré la deslocalizacién y disminucion de la
expresion de marcadores epiteliales (E-cadherina, ZO-1) y el aumento de
la expresion de marcadores mesenquimales (N-cadherina, Fibronectina y
Vimentina), asi como la formacién de fibras de estrés y un aumento en la

migracion celular (Miettinen et al., 1994, Bhowmick et al., 2001).
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Figura 4. Vias de sefalizacion de TGF-B. TGF-B se une a receptores TBR | y
TBR Il, formandose un complejo. TBR Il fosforila TBR |. La via candnica
(izquierda) implica la fosforilacion de Smad2 y Smad3, que forman un complejo
con Smad4 y se translocan al nlcleo, donde regulan la expresion de sus genes
blanco. Existen varias vias no canodnicas (derecha), que activan efectores
independientes de Smads. Aqui se representa la regulacion de las GTPasas de
tipo Rho y Cdc42. RhoA y ROCK (Rho-associated protein kinase) son activadas
por TGF-B de manera Smad dependiente o independiente inducen la
polimerizacion de la actina y formacion de fibras de estrés. Asimismo, Par6
puede ser fosforilada por TBR Il, mediante el reclutamiento de Smurfl,
induciendo la degradacién de RhoA y por lo tanto, también el desensamblaje de

las uniones intercelulares ocluyentes. Otras GTPasas como Cdc24 y Racl
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pueden unirse al complejo proteico asociado a los receptores de TGF-f3, y activar
quinasas (PAK: p21- activated kinase, PKC: protein kinase C), que también
inducen el desensamblaje de las uniones ocluyentes y la migracion celular
(extraido de Zhang, 2016). Algunos otros ejemplos de vias no candnicas de
TGF-B (no mostradas en esta figura), incluyen a Ras, PI3K, AKT, mTOR y MAPK

(Taylor, 2010).

Poli-ADP-ribosilacion

Poli-ADP-ribosil polimerasas (PARPS)

La poli-ADP-ribosa(PAR), es un polimero formado por unidades de
estructura pentosa-bifosfato-pentosa-adenina enlazadas por enlaces
glicosidicos (Figura 5). Este polimero es sintetizado por poli-ADP-ribosa-
polimerasas, conocidas como PARPs, a partir de nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD+), en wuna reaccion conocida como poli-ADP-
ribosilacién o PARIilacion, en la cual ademas se libera nicotinamida (Nam).
Asimismo, el polimero es degradado principalmente por poli-ADP-ribosa
glicohidrolasa o PARG. La adicion de mdltiples unidades de ADP-ribosa
mediante enlaces covalentes, es una modificacion post-traduccional de
proteinas. Se han detectado los siguientes residuos ADP-ribosilados:
arginina, aspartato, cisteina, glutamato, lisina y serina (Larsen et al.,

2018). La longitud del polimero puede llegar hasta las 400 unidades de
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poli-ADP-ribosa, y a su vez éste puede ser lineal o ramificado (Figura 5)

(Virdg & Szabo, 2002).

Las PARPs existen en todos los dominios de vida, en 18 isoformas,
aunque no todas estan presentes en todos los organismos (Perina et al.,

2014).

Algunas de las isoformas como PARP-1 y PARP-2 sintetizan polimeros
largos y ramificados; Tankyrasa 1 (TNKS-1) y Tankyrasa 2 (TNKS-2)
sintetizan polimeros cortos y lineales (oligo-ADP-ribosilacién); PARP-3
sintetiza mondémeros de ADP-ribosa (mono-ADP-ribosilacion), e incluso
existen isoformas sin actividad enzimatica detectable, como PARP-8

(Vyas et al., 2014; Hottiger, 2015; Bai, 2015).

El polimero PAR puede estar asociado a una gran variedad de proteinas
involucradas en distintos procesos celulares: la regulacién de la estructura
de la cromatina, la reparacién del ADN, la transcripcién y la regulacién del
ciclo celular. Existen asimismo PARPs asociadas a centromeros. Hasta el
momento, PARP-1 ha sido la mas estudiada de la familia. La deficiencia o
sobreexpresion de PARP-1, asi como mutaciones en su secuencia
nucleotidica o alteraciones del polimero de PAR estan asociadas con el
desarrollo de varios tipos de carcinomas, y pueden causar defectos en los
mecanismos de reparacion del ADN, puntos de control del ciclo celular e

inestabilidad gendémica (revisado en Lafon-Hughes et al., 2008).
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Existe una localizacion celular diferencial entre las PARPs. PARP-1 es la
Unica enzima de la familia localizada exclusivamente en el nucleo. PARP-
2, cuya estructura y funcion es muy similar a PARP-1, es tanto nuclear
como citoplasmica. Las TNKS presentan localizacion nuclear vy
citoplasmica. En particular, TNKS-1 se localiza en varios organelos
citoplasmicos y en las uniones adherentes de la cara lateral de la
membrana celular, aunque puede ser reclutada hacia el nucleo por TRF1

(telomere repeat binding factor 1) (Yeh et al., 2006).
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Figura 5. Estructura, sintesis y degradacion del polimero PAR, asi como de las

moléculas involucradas en las reacciones. PAR es una modificacion post-
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traduccional que es sintetizada por PARPs a partir de NAD+ liberando Nam, y es

degradada por PARG. Extraido de la Tesis de doctorado de D'Onofrio (2011).

Inhibidores de PARPs (iPARPS)

Dado que las alteraciones en la expresion de PARPs se relacionan con el
desarrollo de distintos tipos de carcinoma, los inhibidores de PARPs
pueden ser utilizados como terapia contra el cancer. Actualmente se
estan realizando ensayos preclinicos sobre la eficacia y seguridad de su
aplicacion para tratar varios canceres epiteliales, basados en un rationale
de letalidad sintética, las células blanco de los iIPARPs son aquellas
deficientes en una de las vias de reparacién, y su mecanismo de accion
se basa en inhibir sus vias alternativas de reparacién (Anwar et al., 2015).
Olaparib (Lynparza, AZD-2281) es un iPARP aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration, EEUU) para tratar el cancer de ovario, desde
agosto del 2017, y para tratar el cancer de mama desde enero de 2018.
Es indicado para pacientes con mutaciones en los genes BRCAl y
BRCA2, codificantes para proteinas que participan en la via de reparacion
homologa del ADN. Las mutaciones en estos genes implican que las
roturas de ADN, sean reparadas por las vias de reparacion alternativas
gue incluyen a PARP. Dado que Olaparib inhibe la accién de PARP-1/-2,
impide la reparacién del dafio del ADN, causando la muerte de las células

cancerigenas (Robson et al., 2017).
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PARilacion y TEM

Existe controversia aun sobre el rol de las PARPs y su interaccion con las
SMADs durante la TEM. Algunos autores plantean que PARP-1 tiene un
efecto pro-TEM (Huang et al., 2011), mientras que otros autores plantean

gue su efecto es anti-TEM (Lonn et al., 2010;Dahl et al., 2014).

Antecedentes especificos

Los antecedentes especificos de este trabajo se desprenden de
investigaciones realizadas por la orientadora de esta pasantia, la Dra.
Laura Lafon-Hughes en colaboracion con investigadores nacionales y del

exterior.

o Se demostré que existe PAR nuclear y citoplasmica en células
epiteliales VERO. Existe PAR asociada al cinturon de adhesion, el
cual tiene una altura de entre 1 y 1.5 um y a la actina cortical. Una
disrupcion del citoesqueleto de actina implica la rotura y en algunos
casos la desaparicion del cinturon de PAR. A la inversa, la
inhibicion de TNKS con XAV939 tiene como efecto la pérdida
parcial del cinturon de adhesion y, por lo tanto, también de la
adhesion celular. También de acuerdo con que TNKS sintetice

PAR periférica, las cadenas de PAR detectadas eran cortas, a
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diferencia de las cadenas largas sintetizadas por PARP-1. Si las
células VERO se comportan como las MDCK (epitelio renal
canino), TNKS-1 seria reclutada hacia los sitios de formacion de
uniones adherentes mediadas por E-cadherina (Yeh et al., 2006,
Lafon-Hughes et al., 2014).

Para descartar que la presencia de PAR en las uniones adherentes
era una particularidad de células VERO, se verificO si existia en
otros tipos de epitelios con uniones ricas en E-cadherina. Se
detecté PAR en muestras epiteliales de higado, piel e intestino de
ratdbn. En cambio, en epitelio de cdrnea bovina, con uniones ricas
en N-cadherina no se observd PAR (Lafon-Hughes et al., 2016).
Dado que las uniones ricas en E-cadherina son mas fuertes y las
ricas en N-cadherina son mas labiles, y que se ha descrito a PAR
como un “pegamento” (glue) surgid la hipétesis que PAR
contribuye a estabilizar las uniones.

Se detectd la presencia de PAR en nervios ciaticos de ratones. Se
observd co-localizacion de PAR citopldsmica y actina en las
regiones de mielina no compacta (ricas en E-cadherina) de los
nervios de ratones wild type. En nervios de ratones Trembler J
(modelo de la enfermedad humana Charcot-Marie-Tooth 1E) en los
cuales ya se habia demostrado que hay un aumento de F-actina
(Kun et al., 2012), se encontr6 que también aumenta PAR,

argumentando nuevamente a favor de la existencia de una
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estrecha relacion entre el citoequeleto de actina y la PARilaciéon
(Lafon-Hughes et al., 2017).

Dado que en la TEM E-cadherina es sustituida por N-cadherina,
surgio la hipotesis que el cinturon de PAR existe en células
epiteliales y se desarma durante la TEM. Asi fue como se decidi6
comenzar a estudiar PARilacion en TEM. En el afo 2015,
investigadores de la Universidad de North Dakota, luego de realizar
un experimento preliminar sugerido por la Dra. Lafon, firmaron un
convenio de transferencia de materiales con la misma, por el cual
le enviaron células NMuMG, TGF-B, el inhibidor de la kinasa
activada por TGF-B (SB-431542) y un anticuerpo anti-PAR. Se
comenz6 a trabajar en Montevideo y EEUU paralelamente
realizando diferentes aproximaciones experimentales. Esta tesina
de grado se inscribi6 en este trabajo ya iniciado. Implicé pues,
revisar experimentos ya realizados, analizar imagenes, cuantificar,

y también la realizacién de nuevos experimentos.
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Hipotesis

Las células NMuMG poseen un cinturon de PAR. Durante la TEM ocurren
modificaciones de PAR nuclear, citoplasmica y del cinturén, por lo cual la

TEM puede ser modulada con un inhibidor de PARPs.

Objetivo General

Evaluar la presencia, localizacion celular y cantidad de PAR en células
NMuMG en condiciones control y tratadas con TGF-B. Evaluar asimismo

si el inhibidor de PARP-1/-2 Olaparib modula la TEM.

Objetivos Especificos

En células NMuMG:

o Determinar si poseen un cinturén de PAR

o Evaluar si existen modificaciones de PAR nuclear, citoplasmica y
del cinturén durante la TEM.

o Evaluar los efectos del tratamiento con OLA durante o luego de
inducir TEM con TGF-B. Para ello, se cuantificaran PAR vy
marcadores moleculares epiteliales y mesenquimales, asi como la

anisotropia del citoesqueleto de actina.
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Materiales y Métodos

Cultivo de células

La linea celular NMuMG (ATCC® CRL-1636") proveniente de epitelio de
glandula mamaria de Mus Musculus, se cultivd en DMEM-HPSTA
(Capricorn) complementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (11A,
Capricorn o 12657-029, Gibco), en ausencia o presencia de los
antibiéticos penicilina y estreptomicina de Capricorn (PS-B, concentracién

1:100), en estufa de cultivo con 5% de CO2, a 37°C.

Ademas, para evitar la presencia de particulas, el FBS (FBSf) y el buffer

fosfato salino 1X (PBSf) eran filtrados por un filtro con poros de 0,2 pum.

Se realizé un pasaje y un cambio de medio por semana. Se mantuvo un
stock de células congeladas en dimetilsulfoxido al 10% (154958 Sigma

Aldrich) y FBSf al 20% en DMEM-HPSTA.

Siembra de células y tratamientos con TGF-B1 y Olaparib

Siembra. Para los experimentos, las células se sembraron sobre
cubreobjetos estériles en placas de 24 pocillos. La densidad celular inicial

se ajusto de acuerdo a la duracion total del experimento, por ejemplo para
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experimentos de 48 h se sembraron entre 100.000 y 400.000 células, y

para experimentos de 96 h se sembraron entre 30.000 y 45.000 células.

Induccion de la TEM con TGF-3. Al dia siguiente a la siembra, los cultivos
fueron sometidos a 4 h de deplecion de FBSf (Wendt et al.,, 2010). A
continuacion se agreg6é 5 ng/mL de TGF-B1, preparada a partir de una
solucién stock de 5 mg/mL en seroalbumina bovina (BSA) al 0,1% en

PBSf, y se esper6 al menos 48 h.

Tratamiento combinados con Olaparib (OLA). El Olaparib se utilizé en una
concentracion final de 50 nM, preparada a partir de una solucién stock de

5 mM en PBSH.

Se utilizaron dos esquemas temporales: (a) co-tratamientos: OLA
simultdneo al TGF- 1, con una duracion de 48 h y (b) post-tratamientos:
luego de inducida la TEM con TGF-B durante 48 h, se traté con OLA y se
mantuvo el tratamiento con TGF-B, completando una duracién total de 72

0 96 h.

En todos los casos se realiz6 un control con deplecién de FBSf. (en los
primeros experimentos, se realizé también control sin deplecion de FBSf

para comprobar que la misma no tuviera efecto).
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Inmunocitofluorescencia (ICF)

Se utilizé la inmunocitofluorescencia indirecta . Los preparados fueron
lavados con PBSf y luego fijados en PFA 4% en PBSf frio (15 min). Se
realizaron lavados con PBSf (3 x 5 min). Se permeabilizé con Triton X-100
al 0.1% en PBSf (10 min) y se bloque6 30 min en solucién de bloqueo
(Blog) de seroalbumina bovina al 1% en PBSf-Tween 20 al 0.2% (PBSf-
T). Se incubd con anticuerpos primarios (Tabla 1) diluidos en Blog (2 h,
37°C). Se lavo con PBSf-T (3 x 5 min.). Se incub6 con anticuerpos
secundarios (Tabla 2) en Blog. (1 h, TA) y una sonda de rhodamina-
faloidina (R415) o Cytopainter (ab176756). Se lavd con PBSf-T (2 x 5
min). Se incub6 en DAPI (1.5 pg/mL en PBSf-T, 10 min). Se enjuago en
PBSf, se montd6 en ProLong™ P36961 Diamond Antifade Mountant
(Thermo Fisher Scientific), y se sell6 con esmalte de ufas.
Alternativamente, se utiliz6 un medio de montaje que ya contenia DAPI
(VECTASHIELD® H-1200 Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories). En todos los experimentos se realizé un control sin

anticuerpo primario (Bordeaux et al., 2010).
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Tabla 1.

Anticuerpos primarios

utilizados en

ensayos de

inmunocitofluorescencia, con sus respectivos cédigos de fabricacién, animal de

origen y la concentracion utilizada.

Codigo de fabricacién

Animal de origen

Concentracion

E-cadherina

ab11512 (clon DECMA-1) rata 1:100

B- catenina ab32572 conejo 1:500
PAR (BD) BD551813 conejo 1:50
PAR (H10) sc-56198 raton 1:50
PAR (Enzo) Enzo BML-SA216 raton 1:50
Vimentina ab8978 (clon RV202) ratén 1:50
Vimentina ab24525 pollo 1:50
Vinculina ab18058 raton 1:50

y-H2AX ab26350

raton 1:350
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados en ensayos de
inmunocitofluorescencia, con sus respectivos picos de excitacién en nm, cédigo

y animal de fabricacion y la concentracion utilizada.

Anticuerpo .Picp’de Céd.igo'd'e A”ima' de Concentracion
excitacion (nm) fabricacién origen

anti-conejo 488 allo34 cabra 1:1000
anti-pollo 488 ab96947 cabra 1:500
anti-rata 488 a21208 burro 1:500
anti-raton 633 a21052 cabra 1:500
anti-raton 488 al1029 cabra 1:1000
anti-raton 546 al1030 cabra 1:1000

Microscopia Confocal

Se utilizaron tres microscopios confocales:
- Zeiss LSM 800- Airyscan (IIBCE)
- Olympus BX61, médulo confocal FV300 (IIBCE)

- Leica TCS SP5 Il (Facultad de Medicina, UdelaR)
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Se tomaron stacks en Z, de imagenes de distintos campos de cada
preparado, con una distancia entre planos de 0.5 um, abarcando la altura
completa de la célula. Las imagenes fueron tomadas con aumentos de
40X, 60X, 63X y 100X. La intensidad del laser y ganancia neta del
fotomultiplicador fueron ajustados en cada experimento, utilizando la
muestra control sin anticuerpo primario para evitar sefial inespecifica y
chequeando el nivel maximo de todos los preparados para evitar la

saturacion.
Analisis de imagenes y procesamiento de datos

Se utilizo el software libre ImageJ (Schneider et al., 2012) para medir la
intensidad de fluorescencia de los marcadores moleculares y la
anisotropia de la F-actina. Se utilizO Microsoft Excel para el

procesamiento de los datos y generacién de graficos.

Cuantificacion de la Intensidad de fluorescencia

Con el fin de detectar variaciones en la intensidad de fluorescencia de los
marcadores moleculares, comparando las células control y tratadas
solamente con TGF-B o TGF-B + OLA. Para cada marcador molecular, se
midio la suma de los valores de intensidad de los pixeles en el campo
total, con la funcion "RawlintDen" en todos los planos de cada stack. Las

intensidades de fluorescencia de cada marcador fueron normalizadas por
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la intensidad de fluorescencia de DAPI. Los datos se corrigieron, restando
la intensidad de fluorescencia del control sin anticuerpo primario
normalizado por DAPI, y se expresaron como porcentaje del control. Se
realiz6 una prueba t de student a dos colas, de varianzas desiguales, para

calcular significancia estadistica.

Ademas se cuantifico la intensidad de fluorescencia nuclear utilizando el
plugin "Intensity Ratio Nuclei Cytoplasm". Se ajust6 el area nuclear
minima y el porcentaje maximo de saturacibn a detectar para cada
experimento. Los datos fueron normalizados por la intensidad de
fluorescencia de DAPI. Se aplicé la prueba estadistica t de student con
dos colas, de varianzas desiguales, para calcular la significancia

estadistica.

Cuantificacion de la Anisotropia de la F-actina

Con el fin de cuantificar variaciones en la orientacion y el grado de
alineamiento del esqueleto de F-actina, se seleccionaron de cada stack
los tres planos con mayor intensidad de fluorescencia total de actina. Se
les aplic6 un filtro gaussiano con un radio=1 y se midio la anisotropia,
utilizando el plugin “FibrilTool” (Boudaoud et al., 2014). Se realiz6 una
prueba t de student con dos colas, de varianzas desiguales, para calcular

la significancia estadistica.
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Resultados

Las células NMuMG presentaron un cinturén de

PAR

En el articulo de Lafon-Hughes et al. (2014) se demuestra que la linea
celular VERO presenta un cinturéon de PAR asociado a las uniones
adherentes del epitelio ricas en E-cadherina, y que ademas esta asociado
al citoesqueleto de actina. Debido a que las células NMuMG provienen del
epitelio de glandula mamaria de raton, nos propusimos verificar si también
cuentan con el cinturon de adhesion. Se detect6 esta estructura por ICF
con el anticuerpo anti-PAR(BD) (Figura 6A) y comprobamos que co-

localiz6 con el cinturén de actina (Figura 6B) (Figura 6).

PAR (BD) F-actina merge

Figura 6. Las células NMuMG presentaron un cinturon de PAR asociado al
cinturon de adhesion epitelial. Se muestra un plano confocal. El cinturon de PAR
fue detectado con el anticuerpo anti-PAR (BD) (A), asociado al cinturén de

adhesioén de actina (B). Se muestra la superposicion (C). Barra: 10 pm.
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Las células NMuMG experimentaron modificaciones

morfologicas y funcionales durante la TEM

Las PARP-1/-2, de localizacion principalmente nuclear, sintetizan
polimero de hasta 400 unidades de ADP-ribosa (Hottiger, 2015). Dicho
polimero largo y ramificado es detectado preferencialmente por ICF por el
anticuerpo anti-PAR (H10) (Kawamitsu et al., 1984). En cambio la TNKS-1
localizada en el citoplasma, sintetiza un polimero lineal de
aproximadamente 20 unidades de ADP-ribosa, asociado a las uniones
intercelulares ricas en E-cadherina, este tipo de polimero puede ser
detectado por ICF con los anticuerpos anti-PAR (BD) o (Enzo) (Lafon-
Hughes et al., 2014). Nos propusimos verificar si al inducir la TEM con
TGF-B (5 ng/mL) por 48 h, las células sufren cambios en el citoesqueleto
de actina, en particular en la actina cortical; y si ocurren alteraciones de

PAR nuclear y citoplasmica (Figura 7).

Se vio un aumento de PAR total y nuclear (Figuras 7 S, 7 T),. Marcando el
citoesqueleto de actina (Figura 7 A, E, I, M), E-cadherina (Figura 7 C, G),
PAR (anticuerpos de BD y Enzo) (Figura 7 B, F, J, N) y Vinculina (Figura 7
K, O) por ICF observamos que tanto el cinturén de adhesion epitelial
como la actina cortical que lo acompafia, se desensamblan durante la
TEM. Ademas de perder su polaridad apico-basal, las células se

alargaron y aplanaron tanto que fue posible observar en un mismo plano
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confocal restos de la Vinculina que pertenecia a cinturones de adhesion y

aguella presente a nivel de los contactos focales.

Con respecto a la F-actina se observé la formacion de fibras de estrés y
un aumento en la anisotropia (Figura 7 A, E, |, M) . Este aumento de
anisotropia también se vio en los nudcleos pero de forma menos
pronunciada (Figura 7 R). Estos aumentaron su tamafio, se volvieron méas

ovoides y su eje mayor se orient6 paralelo a las fibras de estrés.
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Figura 7.
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Figura 7. Induccion de TEM en células NMuMG con TGF-B (5 ng/mL, 48 h).
Panel izquierdo: planos confocales para F-actina, PAR (Enzo), E-cad y la
superposicion, de células control (A-D) y tratadas con TGF- (E-H). Barra: 50
pm. Panel derecho: planos confocales de F-actina, PAR (BD), Vinculina (VCL) y
la superposicion, de células control (I-L) y tratadas con TGF-B (M-P). Nétese (K
vs O) que en células control se observa Vinculina asociada al cinturén de
adhesion y en ese plano no hay contactos focales (que no se muestran, pero si
se observan en posicidn basal). En células tratadas, se puede llegar a ver restos
del cinturén desensamblado en el mismo plano que ya se divisan los contactos
focales. Barra: 10 um. Gréficos: primera cuantificacion de la anisotropia del
citoesqueleto de actina (Q) y nuclear (R). Para la anisotropia de F-actina se
cuantificaron 3 experimentos independientes, con un total de 180 planos para
control y 175 planos para células tratadas. Para la anisotropia de los nucleos se
cuantificaron 2 experimentos independientes, con un total de 129 planos para
control y 110 para células tratadas. Se cuantificaron todos los planos de los

stacks. PAR total (S) y nuclear (T) aumentan durante la TEM. Se utilizé el anti-
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PAR de Enzo para la inmunomarcacién. Los datos provienen de 3 experimentos
independientes, con un total de 70 planos para control y 59 para células
tratadas. Se cuantificaron todos los planos de los stacks. Los datos estan
expresados como porcentaje del control.Media £ SEM. *: p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001; ****: p<0.0001.

Olaparib previno la TEM inducida por TGF- en

células NMuMG

Dado que PAR aumentd durante la TEM, nos propusimos investigar si el
iIPARP OLA puede prevenir o revertir la TEM en células NMuMG (que no
tienen BRCA mutado reportado). Se realizaron inicialmente co-
tratamientos de TFG-B (5 ng/mL) en ausencia o presencia de OLA (50
nM) de 48 h de duracion (Figura 8 A). Se cuantifico la intensidad de
fluorescencia de varios marcadores moleculares de la TEM, de PAR (anti-

PAR Enzo), y la anisotropia del citoesqueleto de actina.

Al tratar las células sélo con TGF-B se vio que disminuy6é E-cadherina,
considerada un marcador epitelial clasico (Figura 8 C, H, Q), y Vinculina
(como en Li et al., 2014) (Figura 8 S). Dada la presencia de Vinculina
tanto en contactos focales como en el cinturén de adhesion, se dificultd su
cuantificacion en células tratadas con TGF-B, ya que en la TEM las
células se aplanan y se torna dificil distinguir a qué region corresponde la

Vinculina (contactos focales o cinturén de adhesion desensamblado).
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Como marcador clasico del fenotipo mesenquimal se us6 Vimentina, cuya
expresion aumento durante la TEM (Figura 8 D, I, S). Aumento la cantidad
de PAR (Figura 8 T). Finalmente, con respecto al citoesqueleto de actina,
se detectd un aumento de intensidad de F-actina, asi como un aumento

del anisotropia del mismo (Figura 8 B, G, U).

Con respecto al tratamiento s6lo con TGF-B, los co-tratamientos con OLA
produjeron una tendencia a la disminucion de PAR estadisticamente no
significativa (Figura 8 T). Sin embargo, ocurri6 un aumento de E-
cadherina (Figura 8 M, Q) y Vinculina (Figura 8 R) y una disminucion de
Vimentina (Figura 8 N, S) y de la anisotropia de F-actina (Figura 8 L, U).
En su conjunto estos resultados apuntan a que Olaparib previno la TEM al

realizar un co-tratamiento con TGF-$ (Figura 8).
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Figura 8. Olaparib previno la TEM. Se trat6 células NMuMG con TGF-B(5 ng/mL)
en presencia o ausencia de Olaparib (50 nM) por 48 h (A). Panel: planos
confocales para F-actina con su barra de anisotropia en verde, E-cadherina,
Vimentina, DAPI y la superposicion, de células control (B-F), s6lo con TGF-B (G-
K) o TGF-B + OLA (L-P). Barra: 50 um. Gréficos: E-cadherina (Q), Vinculina (R),
Vimentina (S), PAR (Enzo) (T), y anisotropia de F-actina (U). Se cuantificaron 4
experimentos independientes con al menos 115 planos en cada categoria para
E-cadherina y al menos 60 para PAR (Enzo). Los datos de Vinculina provienen
de so6lo un experimento con al menos 5 planos cuantificados en cada categoria,
y Vimentina proviene de 2 experimentos independientes con al menos 70 planos

en cada categoria. Las intensidades de fluorescencia total estdn expresadas
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como porcentaje del control. Los datos de anisotropia de F-actina proviene de 4
experimentos independientes con 87 planos para el control y al menos 150
planos para cada una de las otras categorias. Para esta medicién se tomaron los
3 planos con mayor intensidad de fluorescencia de F-actina de cada stack y se
les aplicé un filtro gaussiano de radio 1. Media £ SEM. *: p<0.05; **: p<0.01; ***;

p<0.001.

Olaparib revirtio al menos parcialmente la TEM

inducida por TGF-B en células NMuMG

Como anteriormente observamos que OLA previno la TEM, nos
propusimos investigar si también podia revertirla. Se realizaron
tratamientos de TGF-B (5 ng/mL) por 72 h, en ausencia o presencia de
OLA (50 nM) en las ultimas 24 h del tratamiento (Figura 9 A). Igual que en
el caso anterior se cuantifico intensidad de fluorescencia de los
marcadores moleculares, de PAR con el anticuerpo de BD, y la
anisotropia del citoesqueleto de actina. Al tratar las células solamente con
TGF-B disminuyé la intensidad de fluorescencia correspondiente a
marcadores epiteliales E-cadherina (Figura 9 R, W, AF) y Vinculina
(Figura 9 D, 1) y aumenté la del marcador mesenquimal Vimentina (Figura
9 S, X, AG). Con el anti-PAR (BD) pudo observarse claramente el
desensamblaje del cinturon de PAR asociado a actina y E-cadherina,

detectandose ademas un aumento de PAR (Figura 9 C, H, AH). El
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citoesqueleto de actina formé fibras de estrés y se observé un aumento
de la anisotropia (Figura 9 Al). Al agregar OLA durante las ultimas 24 h
del tratamiento de TGF-B se vi6 que los cinturones de adhesién
conformados por PAR, actina y E-cadherina (Figura 9 L, M, AA, AB)
volvieron a ensamblarse parcialmente, asimismo disminuy¢ la cantidad de
fibras de estrés y la anisotropia (Figura 9 Al). La expresion de Vimentina
disminuy6 nuevamente (Figura 9 AG). La expresion de E-cadherina no fue
exactamente como se esperaba, ya que continu6 disminuyendo en vez de
reestablecerse en un nivel similar a una muestra control (Figura 9 AF).
OLA indujo una disminucion en la cantidad de PAR (Figura 9 M, AH). En
su conjunto estos resultados indican que OLA puede prevenir la TEM al

menos parcialmente (Figura 9).
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Figura 9. Panel 1.
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Figura 9. Panel 2.
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Figura 9. Olaparib revirtié la TEM al menos parcialmente. Se indujo la TEM en
células NMuMG con TGF- (5 ng/mL) por 72 h en presencia o ausencia de
Olaparib (50 nM) durante las Utimas 24 h del tratamiento (A). Panel 1: planos
confocales para F-actina con su barra de anisotropia en verde, PAR (BD),
Vinculina, DAPI y la superposicion; de células control (B-F), s6lo con TGF- (G-
K) y TGF-B + OLA (L-P). Barra: 10 um. Panel 2: planos confocales para F-actina
con su barra de anisotropia en verde, E-cadherina, Vimentina, DAPI y la
superposicion para: células control (Q-U), sélo con TGF-B (V-Z) y TGF-8 + OLA
(AA-AE). Barra: 10 um. Graficos: E-cadherina (AF), Vimentina (AG), PAR (BD)
(AH) y la anisotropia del citoesqueleto de actina (Al). Para E-cadherina se

cuantificaron 101 planos de control y 48 planos para TGF-B y TGF-8 + OLA
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provenientes de un experimento. Para PAR se cuantificaron 72 planos de control
y al menos 230 para las otras categorias, provenientes de 2 experimentos
independientes. Para Vimentina se cuantificaron 105 planos de control y al
menos 50 planos de las TGF-B y TGFB + OLA, provenientes de un experimento.
Las intensidades de fluorescencia total estan expresadas como porcentaje del
control. Para la anisotropia del citoesqueleto de actina se cuantificaron 24
planos de control y al menos 60 para las otras categorias, provenientes de 2
experimentos independientes. Para esta medicion se tomaron los 3 planos con
mayor intensidad de fluorescencia de actina de cada stack y se les aplicé un filtro

gaussiano de radio 1. Media + SEM. *; p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

Quisimos comprobar también los efectos de un tratamiento mas largo de
OLA. Para esto indujimos la TEM con TGF-$3 (5 ng/mL) durante 96 h en
presencia o ausencia de OLA (50 nM) durante las ultimas 48 h del
tratamiento (Figura 10 A). Se usé [(B-catenina como marcador molecular
mesenquimal clasico, y se detectdé un aumento al inducir la TEM. En las
sesiones de microscopia confocal se pudo observar que ya no se
encontraba en los cinturones de adhesion y se veia una migracion hacia
los nacleos en forma de lengietas (Figura 10 C, H, Q). Con respecto a
PAR, detectada con el anti-PAR de Enzo, también aument6 (Figura 10 D,
I, R). En el citoesqueleto de actina se vi6 la formacion de fibras de estrés
y un aumento en la anisotropia (Figura 10 B, G, S). Al agregar OLA
durante las ultimas 48 h del tratamiento todos los parametros volvian a

disminuir (Figura 10 L, M, N, Q, R, S) (Figura 10).
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Figura 10. Panel.
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Figura 10. Un tratamiento extendido de Olaparib pudo revertir la TEM. Se Indujo
la TEM en células NMuMG con un tratamiento de TGF-B (5 ng/mL) de 96 h en
ausencia o presencia de Olaparib (50 nM) durante las ultimas 48 h del
tratamiento (A). Panel: planos confocales para F-actina con su barra de
anisotropia en verde, B-catenina, PAR (Enzo), DAPI y la superposicion; en
células control (B-F), tratadas solo con TGF-B (G-K) y con Olaparib en las
dltimas 48 h (L-P). Barra: 10um. Gréficos: Intensidad de fluorescencia de [3-
catenina (Q); PAR (Enzo)(R) y anisotropia de F-actina (S). Para cuantificar PAR
se analizdé un experimento con al menos 100 planos para cada categoria. Para
cuantificar B-catenina se analizaron 2 experimentos independientes, con un total
de al menos 200 planos para cada categoria. Las intensidades de fluorescencia
total estan expresadas como porcentaje del control. Para la anisotropia se
cuantificaron 2 experimentos independientes, con al menos 65 planos en cada
categoria, los cuales corresponden a los 3 planos con mayor intensidad de
fluorescencia de actina de cada stack y se les aplico un filtro gaussiano de radio

1.Media £ SEM. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Discusioén

Las células NMuMG presentaron PAR asociada al cinturén de adhesion
(Figura 6), al igual que otros epitelios con uniones intercelulares ricas en
E-cadherina (Lafon-Hughes et al., 2014, 2016). La deteccion del polimero
en el cinturon de adhesion con el anticuerpo de BD indicaria que es un
polimero corto y lineal, como el que se ha descrito que sintetizan las

TNKS (Yeh et al., 2006; Vyas et al., 2014).

Se utilizaron dos anticuerpos anti-PAR (ENZO y BD) debido a que el de
BD ya no se produce y tenemos muy poca cantidad disponible (Figura 7).
Si bien en nervios de raton las marcaciones de PAR con ambos
anticuerpos mostraron el mismo patrén (Lafon-Hughes et al., 2017), en las
células NMuMG se observaron diferencias, a saber: (i) el anti-PAR de
ENZO, fabricado contra PAR de 2 a 50 monomeros, dio una marcacion
detectable y medible pero pobre; (ii) no marcé el cinturon de adhesién
como el de BD vy (iii) marcé una cantidad de vesiculas extracelulares,
indicando que habia PAR en esas vesiculas. PARP-1 ha sido identificada
en vesiculas extracelulares provenientes de queratinocitos (Tesis de
Doctorado de Trang Than, 2017) y se ha demostrado indirectamente que
cumple un rol en la comunicacion intercelular por exosomas (Nozaki et al.,
2018). PARP-1 y otros miembros de la familia se han detectado en
exosomas de cancer colorrectal, melanoma y carcinoma hepatico

(EXOCARTA; Keerthikumar et. al. 2015). Casi todos los integrantes de la
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familia de las PARPs, incluyendo TNKS, han sido detectados en
microvesiculas o ectosomas (Vesiclepedia; Kalra et al.,, 2016). Es
interesante destacar que ya se ha descrito que PAR de las vesiculas

actlia como una sefal paracrina (Krukenberg et al., 2015).

Tanto los marcadores moleculares clasicos de la TEM estudiados (E-
cadherina y Vimentina), como los cambios observados de localizacion
subcelular de Vinculina y la formacién de fibras de estrés, que se vio
reflejada en el aumento de anisotropia, confirmaron que el tratamiento
con TGF-B (5 ng/mL, 48 h) indujo la TEM en células NMuMG (Figura 8).
En estas condiciones se observo un aumento de PAR total y nuclear, asi
como la pérdida total o parcial del cinturon de PAR acompafiando la
pérdida del cinturon de adhesion. En la TEM, las uniones intercelulares
fuertes y ricas en E-cadherina son sustituidas por uniones mas laxas ricas
en N-cadherina (Kalluri & Weinberg, 2009). Junto con la presencia de
PAR en epitelios ricos en E-cadherina como el intestino y la ausencia de
PAR en cérnea bovina rica en N-cadherina, los datos muestran una
correlacién que sugiere que PAR podria tener un rol en el fortalecimiento

de las uniones ricas en E-cadherina.

Dado que las células que cursaron TEM presentaron altos niveles de
PAR, se decidio estudiar los efectos de un inhibidor de PARPs sobre
dicho proceso. Se eligi6 el olaparib (OLA) debido a que ya se utiliza como
droga anti-cancer en ciertas situaciones especificas (Food and Drug

Administration, EEUU; Robson et al., 2017).
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Segun la evaluacion realizada de la intensidad de E-cadherina y
Vimentina, asi como de la anisotropia de la actina, el co-tratamiento con
OLA (50 nM) durante 48 h fue efectivo para prevenir la TEM inducible por
TGF-B (5 ng/mL). Es decir que OLA previno la TEM, de acuerdo a
paradmetros moleculares y morfolégicos. Con respecto a la evaluacion de
PAR (Enzo), hemos de aclarar que si bien el tratamiento con OLA mostro
una tendencia a su disminucién, ésta no fue significativa. Dado que
estamos trabajando en un sistema con alta variabilidad, es probable que
solamente detectemos cambios que sean relativamente grandes y la
sensibilidad no haya sido suficiente apropiada para detectar una leve
disminucién de PAR. Una posibilidad seria evaluar PAR nuclear por
separado de PAR citoplasmica. También se podria realizar western blots
con anticuerpos anti-PAR sobre homogenados de fracciones celulares
nuclear y citoplasmica. No se puede descartar que a pesar que OLA es
especifico para PARP-1/2 y fue utilizado a una concentracion adecuada

para no afectar otras PARPSs, haya ocurrido algun efecto inespecifico.

El co-tratamiento no permite distinguir prevencion de reversion de la TEM.
Obviamente, a efectos clinicos es relevante la pregunta de si OLA puede
revertir la TEM. Por ese motivo, realizamos experimentos manteniendo
TGF-B por 72 h y agregando OLA durante las dltimas 24 h. En estas
condiciones, se obtuvo una reversion parcial del fenotipo mesenquimal
(Figura 9), caracterizada por disminucion de Vimentina y de la anisotropia

de la actina, concomitante con una disminucion -y no un aumento- de E-
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cadherina. Ya ha sido descrita la existencia de fenotipos intermedios o
hibridos, que cuentan con caracteristicas epiteliales y mesenquimales
simultdneamente, cuyo significado bioldgico estd actualmente en
discusion (Jolly et al., 2015). En este caso si se detectd una disminucion

significativa de PAR (BD) en respuesta al OLA.

Dado que la reversion del fenotipo mesenquimal con OLA (24h) fue
parcial, extendimos el tratamiento. Las células fueron expuestas 96 h a
TGF-B con presencia de OLA en las ultimas 48 h. Nuevamente, utilizando
el anti-PAR de ENZO, se detectd una tendencia no significativa a la
disminucion de PAR en presencia de OLA. Sin embargo, en estas
condiciones, en que el tratamiento inductor de TEM y el de OLA duraron
el mismo tiempo, se observé reversion del fenotipo mesenquimal de

acuerdo a los indicadores [3-catenina y anisotropia de actina.

Como se habia mencionado en la introduccién, aun existen puntos de
vista opuestos sobre el rol de las PARPs y la poli-ADP-ribosilacion en la
TEM. Los autores Huang et al. (2011) demostraron que en células de
musculo liso vascular de rata el tratamiento de las células con TGF-j3,
estimula la activacion de PARP-1, lo cual a su vez estimula la fosforilacion
de Smad3 y su acumulacion nuclear. PARP-1 luego se une a Smad3
fosforilada en el ndcleo, promoviendo su unién a secuencias consenso en
el ADN para inducir la transcripcion de genes que responden a TGF-3. Es
mas, en dicho sistema el inhibidor de reacciones NAD*-dependientes 3-

AB, el iPARPs PJ34 o el knockdown de PARP utilizando siRNAS,
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previenen la transcripcion Smad-dependiente. Por lo tanto, PARP-1 es
pro-TEM vy los iPARPs cumplirian una funcion anti-TEM, como en

nuestros experimentos en las células NMuMG.

Pu et al. (2014) plantean por el contrario, que la pérdida de PARP-1 en la
TEM tiene un efecto pro-TEM. Este trabajo fue realizado en ratones
TRAMP (C57BL/6-Tg(TRAMP)8247Ng/J, Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME), que desarrollan formas progresivas de cancer de préstata
metastatico espontaneamente luego de la pubertad (Hurwitz et al., 2001).
Estos ratones fueron cruzados con ratones portadores de PARP-1
inactiva o (-/-). Es importante aclarar que el background genético original
de los ratones PARP-1 (-/-) es la linea 129Sv que segun han descrito
Jiang & Nadeau (2001), son conocidos por ser proclives a desarrollar
cancer de testiculo. Es decir que los ratones PARP-1 -/- estaban
sesgados hacia el cancer de testiculo desde antes de portar la mutacién
en PARP-1. Los controles, PARP-1 (+/+) no provienen del mismo
background genético. Nos preguntamos como serian los ratones TRAMP
PARP-1 (-/-) sin el background genético proclive al cancer testicular de los

129Sv.

Lonn et al. (2010) plantean en el cuerpo principal de su trabajo que al
hacer knockdowns de PARP-1 aumenta la expresion de genes que
responden a TGF-B en varias lineas celulares, entre ellas HaCat y
NMuMG, lo cual atribuiria un efecto pro-TEM a la pérdida de funcién de

PARP-1. Sin embargo, en la figura suplementaria S2 demuestran que
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TGF-B en células HaCaT induce un aumento de PARIlacion nuclear
mediada por PARP-1, y que al silenciar PARP-1 desaparece la
PARIlacion de las proteinas que habia surgido en respuesta a TGF-f3, lo
cual atribuiria un efecto anti-TEM al silenciamiento de PARP-1. No
discuten como compatibilizar la interpretacion de ambos resultados

aparentemente contradictorios.

En células NMuMG, el inhibidor de PARP-1/2 OLA previno o revirtio la
TEM inducida por TGF-, es decir tuvo un efecto anti-TEM. Nuestros
datos aportan una nueva perspectiva para interpretar los efectos de OLA

en el contexto de las terapias anti-tumorales.

Descifrar como OLA interfiere o revierte la sefalizacion por TGF- esta
fuera del alcance de este trabajo. De cualquier modo, a continuacion

discutiremos algunas posibilidades.

La sefalizacion por TGF-B es extremadamente compleja. No solamente
existe la via candnica y varias vias no canobnicas de sefalizacidbn que
dependen de la activacion de los receptores TBRII/TBRI y cascadas de
fosforilacidbn en serina/treonina o en tirosinas, sino que existe todo un
sistema de modulacién de estas sefiales dependiente de la interaccion de
TGF-B y unos 40 factores de su familia con sus respectivos receptores de
tipo | y Il y con co-receptores que facilitan o compiten por la unién de los
receptores al ligando (Santibafiez et al.,, 2011). Ademas, por ejemplo

Smad activa la transcripcion de uno u otro conjuntos de genes
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dependiendo de los pools disponibles de otros factores de transcripcion
con los que actia coordinadamente. Como resultado de esta red, el
efecto final del TGF-B depende del contexto celular. La vision mas
aceptada actualmente es que TGF-B tiene un rol dual: en células
epiteliales es un factor regulador del ciclo celular, promotor de
diferenciacion y apoptosis, por lo tanto se comporta como supresor
tumoral; en células con ciertas alteraciones, por el contrario, TGF- se
comporta como un factor inductor de TEM, promotor tumoral, promotor de
metastasis, supresor del sistema inmune y promotor de angiogénesis
(Santibafiez et al., 2011; Connoly et al., 2012; Principe et al., 2013). Asi,
por ejemplo, TGF-B cumple funciones regulatorias en el colon normal, asi
como durante el desarrollo y metastasis del cancer colorrectal (Villalba et
al., 2017). De acuerdo a ésto, las células NMuMG habrian respondido a
TGF-B sufriendo TEM debido a que ya presentaban alguna alteracion de
sus vias de sefalizacion. OLA tendria la capacidad de revertir o
contrarrestar dicha alteracion, tal vez por afectar la actividad de PARP-1/2
nuclear, citoplasmica o - como se sugiere en el anexo A - presente en

exosomas.

No siempre se detect6 disminucién de PAR en respuesta a OLA. Esto
puede deberse a un problema técnico (de sensibilidad, o de no haber
utilizado el anticuerpo mas adecuado para PAR de cadena larga) o

significar que OLA hizo un efecto sin alterar sustancialmente el pool de
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PAR. Queda abierta la posibilidad de que exista algun otro blanco

molecular inespecifico no descrito de la accion de OLA.
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Anexo A.

Fenotipo alterado de las células NMuMG (pasajes 6-

9) en condiciones control

Originalmente se planteaba en este trabajo profundizar mas en los
tratamientos del esquema temporal de 96 h de TGF-B con Olaparib
durante las ultimas 48 h. Esto no fue posible ya que las células
comenzaron a mostrar un fenotipo alterado. Los experimentos de co- y
post- tratamiento mencionados anteriormente fueron realizados con
células que nunca superaron 18 pasajes. En cierto momento
comenzamos a observar un fenotipo similar al mesenquimal de las células
cultivadas en condiciones control. Dado que frecuentemente con un alto
namero de pasajes pueden adquirir un fenotipo transformado, decidimos
recurrir a células desde el pasaje 6, en las cuales observamos las mismas
caracteristicas. Las células en condiciones control presentaban mucha
marcacion de Vimentina (Figura 11 C). La E-cadherina tenia un aspecto
de cremallera caracteristico de la TEM (Figura 11 B, F), al igual que la
actina (Figura 11 A, E). En la monocapa observabamos pequefas
regiones que con un fenotipo epitelial, pero principalmente regiones con
uniones intercelulares desensambladas y con un aspecto mesenquimal.
Con respecto a PAR, detectamos marcacion nuclear por ICF directa e
indirecta con el anti-PAR de Enzo (Figura 11 G), y el mismo patrén con el

anticuerpo del clon H10 (Figura 11 I). Este dltimo detecta polimero PAR
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largo y ramificado nuclear, caracteristico de células sometidas a
condiciones de estrés. Estos resultados apuntan a que el fenotipo
mesenquimal observado en las condiciones de cultivo normales no

dependia del numero de pasajes realizados (Figura 11).
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Figura 11. Las células NMuMG cultivadas en condiciones control con bajo
namero de pasajes (6-12) presentaron un fenotipo alterado. Se muestran planos

confocales de F-actina (A,E), E-cadherina (B,F), Vimentina (C), anti-PAR de
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Enzo* por inmunomarcacion directa (G) y anti-PAR del clon H10 (I), y la
superposicion + DAPI (D,H,J). Se realiz6 3 experimentos independientes. Barra:

10 pm.

Dado que utilizar células con menor cantidad de pasajes no resolvié el

problema comenzamos una busqueda en la bibliografia disponible.

Se ha detectado TGF-B asociado a vesiculas extracelulares (ECVs) en
fluidos como leche y suero (Pieters et al., 2015; Cavallari et al., 2017), asi
como en exosomas derivados de células mesenquimales de endometrio
(Alvarez et al., 2018). Los exosomas provenientes de cancer de vejiga
contienen TGF-B que por una via Smad-dependiente inducen la alteraciéon
de fibroblastos normales a tipo carcinoma (Goulet et al., 2018). Ademas,
el FBSf usado para complementar el medio de cultivo puede contener
TGF-B en cantidades no despreciables. A modo de ejemplo, un cultivo de
células T murinas en medio con 10% de FBS contiene entre 1000-2000
pg/mL de TGF-B (Oida & Weiner, 2010). Segun Malm et al. (2018), el FBS
utilizado para el cultivo de células es capaz de inducir la TEM en células
BEAS-2B provenientes de epitelio de pulmén humano. Esto nos llevo a
pensar que el fenotipo que observamos en las células NMuMG en
condiciones normales podria deberse a la presencia de TGF-B en
concentraciones no despreciables en el FBS, y que ademas la via del

TGF-B esta asociada a exosomas. Decidimos pues testar si las células
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seguian siendo sensibles a cambios en TGF-B y si era posible acercar su
fenotipo al epitelial mediante esquemas de tratamiento que implicaran la

deplecion de TGF-B (Figura 12).

Si el FBS que estdbamos utilizando contenia TGF-B mayormente
asociado a exosomas, entonces al ultracentrifugar el medio de cultivo
complementado con FBSf , se depletarian los exosomas disminuyendo la
concentracion de TGF-B (situacion a). Por otra parte, ya que la TEM es
reversible en ausencia de TGF-, al mantener las células en un exceso de
TGF-B, podrian internalizar los receptores y adaptarse, de manera que al
depletar este TGF- podriamos obtener un fenotipo epitelial nuevamente

(situacion b).

Para poner a prueba esto, a partir de células NMuMG cultivadas en medio
de cultivo con 10% de FBSf, se mantuvieron dos frascos de células por 3
dias, uno en condiciones control y el otro con TGF-f a 10 ng/mL. Luego
de los 3 dias se realiz6 la siembra de la manera habitual. Para testar la
hipétesis (a) se partié del frasco con condiciones normales de cultivo. En
algunos pocillos luego de la siembra se continu6 con las condiciones
normales ("Control") y en otros se utilizé medio de cultivo complementado
con 20% FBSf, ultracentrifugado a 100.000 g durante 12 h a 4°C ("UCF")
por 48 h. Para testar la hipotesis (b) se partio del frasco con TGF- para
sembrar. En algunos pocillos se continudé con el tratamiento de TGF- a
10 ng/mL (" + TGF-B"), y en otros pocillos se dejaron las condiciones

control ("sin TGF-B") por 48 h. En la figura 12 A se muestran los
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esquemas temporales para cada condicion. Analizamos la intensidad de

fluorescencia de Vimentina para verificar si la TEM se revertia.

En referencia a la hipotesis (a) en UCF se detectdé menos Vimentina que
en Control (Figura 12 B-E, J), y con respecto a la hipotesis (b)
observamos que en -TGF-B disminuy6 la cantidad de Vimentina con
respecto a +TGF-B (Figura 12 F-I, K). Ambos resultados apuntan a que se
revirtio el fenotipo mesenquimal al depletar el TGF- contenido en el FBS
y también al depletar el TGF-B en exceso. De hecho, la cantidad de
Vimentina en UCF y sin TGF-B presentan porcentajes similares, al

comparar con Control y +TGF-f respectivamente (Figura 12 J, K).
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Figura 12. La deplecion de TGF-B revirtio la TEM de células NMuMG con
fenotipo alterado “en condiciones control” al menos parcialmente. Se partié de
células NMuMG en medio de cultivo con 10% de FBS y se separaron dos
frascos: uno en las mismas condiciones y el otro con TGF- a 10 ng/mL. Luego
de 3 dias se realiz6 la siembra. A partir del frasco en condiciones normales se
sembraron células que continuaron con las mismas condiciones ("Control") y
otras que se cultivaron en medio con 20% de SFB ultracentrifugado ("UCF"). A
partir del frasco con exceso de TGF-B se sembraron células que continuaron con
este exceso ("+ TGF-B") y otras que se cultivaron en ausencia del mismo ("sin
TGF-B") (A). Panel: planos confocales de Vimentina y Vimentina + DAPI para
células Control (B,D), UCF (C,E), +TGF-B (F,H) y sin TGF-B (G,I). Barra: 10 ym.
Graficos: intensidad de fluorescencia de Vimentina de Control versus UCF, y
+TGF-B versus -TGF-B. Los datos provienen de 3 experimentos independientes,
con al menos 250 planos cuantificados para cada categoria.Los datos estan
expresados como porcentaje del control. Media £ SEM. *; p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001.

Dado el fenotipo alterado, de aspecto mesenquimal de las células
NMuMG en condiciones de cultivo normales, decidimos comprobar si
ademas presentaban dafio genético. El tipo mas letal de roturas de ADN
son las roturas de doble cadena. Estas provocan la fosforilacién de la
variante histonica H2AX, formando y-H2AX en dominios de cromatina
flanqueando las lesiones (Rogakou et al., 1998). Esto permite la

inmunodeteccion de las roturas con un anticuerpo anti-y-H2AX, en foci
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nucleares o de forma pan-nuclear. Al cultivar células NMuMG en
condiciones normales (con 10 % SFB), observamos la presencia de una
gran cantidad de células con foci de y-H2AX, y también algunas con
distribucion pan-nuclear, que podrian corresponder a células apoptoticas

(Liddle et al., 2014) (Figura 13).

y-H2AX y-H2AX + DAPI
C

Figura 13. Las células NMuMG alteradas, presentaron dafio genético en
condiciones control. Inmunocitofluorescencia de y-H2AX (A,B) y contratincion de
DAPI (C,D) en células en medio de cultivo con 10% SFB. Se observan células
con foci de y-H2AX y células pan-nucleares. Se muestran dos campos

representativos. Esta marcacion se observé en dos experimentos. Barra: 10 ym.
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En definitiva, 8 experimentos independientes realizados en las células
NMuMG con aspecto alterado utilizando alguno de los diferentes
marcadores de interés mostraron que dichas células tienen E-cadherina
en cremallera, Vimentina aumentada, dafio genético evidenciado
mediante y-H2AX y PAR nuclear no solo de cadena corta, sino también
de cadena larga, sugiriendo que éstas células estaban estresadas y
estaban sufriendo TEM en ausencia de TGF-B agregado expresamente.
Si bien numerosos estimulos pueden desencadenar TEM (Rhyu et Al.,
2005; Maeda et al., 2012; Krstic & Santibafiez, 2014), nuestros datos
sugieren que las células siguen siendo sensibles al TGF-B y que el TGF-
presente en exosomas de SFB puede haber sido al menos parcialmente

responsable de las alteraciones observadas.
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