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Resumen

Introduccién: la sobreexpresién del Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF) y sus receptores ha sido relacio-
nada con el desarrollo de patologias asociadas a la pérdida del
control de la proliferacién, como el cancer, principalmente sar-
comas de tejidos blandos y gliomas. Por lo anterior, el desarrollo
de agentes terapéuticos que inhiban las respuestas bioldgicas
desencadenadas por estas moléculas han sido blanco de estu-
dios preclinicos en diferentes tipos de céncer. En este sentido,
el objetivo de este estudié fue evaluar el efecto de dos péptidos
sintetizados a partir del ligando natural de la isoforma PDGF-BB,
asi como de inhibidores especificos de proteinas intracelulares,
sobre la activacién de moduladores de las vias de sefalizacién
PI3K/Akt y MAPK basales y dependientes de PDGF y sobre el fe-
notipo proliferativo de la linea celular HT1080.

Métodos: se determind el nivel basal de fosforilacién de pro-
teinas involucradas en las vias de sefalizacion MAPKy PI3K/Akt
en la linea celular HT1080 derivada de fibrosarcoma humano y
se evalué el efecto de la estimulacion con PDGF-BB sobre su pro-
liferacion, la fosforilacion de PDGFRB (Tyr751), Shp2 (Tyr542),
Akt (Ser473) y Erk1/2 (Thr202/Tyr204). En paralelo se evalué
el efecto de dos péptidos sintéticos disefados con base en la
secuencia del ligando natural PDGF-BB, sobre la proliferacion y
fosforilacion de proteinas involucradas en las vias de sefaliza-
cién PI3K/Akt y MAPK desencadenadas por PDGF-BB.

Resultados: Los resultados sugieren que la proliferacion de
la linea HT1080 no es dependiente del estimulo exégeno con
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Summary

Introduction: Overexposure of the Platelet Derivative Growth
Factor (PDGF) and its receptors has been linked to the develo-
pment of pathologies associated with the loss of proliferation
control, like cancer, mainly soft tissue sarcomas and gliomas.
Thus, the development of therapeutic elements that inhibit the
biological responses unleashed by these molecules have been
a topic of preclinical studies in different types of cancer. In that
sense, the objective of this study was to evaluate the effect of
peptides synthesized from the natural linking of isoform PDGF-
BB and specific intracellular protein inhibitors on the activation
of modulators of signaling ways PI3K/Akt y MAPK baseline and
dependent on PDGF and on the proliferative phenotype of ce-
llular line HT1080.

Methods: The baseline for phosphorylation of proteins invol-
ved in signaling ways PI3K/Akt y MAPK and cellular line HT1080
derived from human fibrosarcoma was determined and the
effect of PDGF-BB stimulation on its proliferation was evalua-
ted, phosphorylation of PDGFRB (Tyr751), Shp2 (Tyr542), Akt
(Ser473) y Erk1/2 (Thr202/Tyr204). At the same time the effect of
synthetic peptides designed based on the natural link sequence
PDGF-BB was evaluated, as well as the effect on proliferation
and the phosphorylation of proteins involved in the signaling
ways PI3K/Akt y MAPK unleashed by PDGF-BB.

Results: The results suggest that proliferation in line HT1080
is not dependent on the exogenous stimuli with PDGF-BB,
although the attempt at signaling indicate a transitory and
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PDGF-BB, aunque los ensayos de sefializacion indican una ciné-
tica de activacion rapida y transitoria de proteinas involucradas
en las vias de sefializacion PI3K/Akt y MAPK. El tratamiento con
Péptido 1 no inhibié la fosforilacion del receptor ni de la fosfa-
tasa Shp2, el tratamiento con Péptidos 1y 2 no disminuyé el
nivel de fosforilaciéon de Akt estimulada por PDGF-BB. Las célu-
las HT1080 expresan un nivel basal alto de pErk1/2 que no fue
alterado por el estimulo con PDGF-BB, por lo tanto, no se evalué
el efecto de los péptidos sobre la activacion de estas proteinas.
Ensayos especificos sobre la via MAPK mostraron que la inhibi-
cion de Mek con PD98059 inhibi¢ la fosforilacion basal de Erk1/2
e igualmente la proliferacion de estas células.

Conclusion: se sugiere que la proliferacion y potencial malig-
no de la linea celular HT1080 es dependiente de la sefalizacion
asociada a Erk1/2.

Palabras clave: fibrosarcoma, PDGF-BB, PDGFRb, MAPK, PI3K/
Akt, péptidos sintéticos, PD98059.

quick activation kinetics of proteins involved in signaling ways
PI3K/Akt and MAPK. Treatment with peptides 1 and 2 did not
diminish the level of phosphorylation of the receptor or the
phosphatase Shp2, treatment with peptides 1 and 2 did not
diminish the phosphorylation level of Akt stimulated by PDGF-
BB. Cells from HT1080 express a high baseline level of pErk1/2
which was not altered by stimulation with PDGF-BB, thus the
effect of peptides on the activation of these proteins was not
evaluated. Specific trials on MAPK way showed that inhibition
with PD98059 inhibited the baseline phosphorylation of Erk1/2
and the proliferation of these cells.

Conclusion: The study suggests that proliferation and malign
potential of cell line HT1080 is dependent on the signaling asso-
ciated with Erk1/2.

Keywords: Fibrosarcoma; PDGF-BB; PDGFRb; MAPK; PI3K/Akt;
Synthetic peptides; PD98059.

1.INTRODUCCION

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
fue aislado a finales de los anos 70 a partir de los granulos
a de las plaquetas, pero estudios posteriores demostraron
que es producido por otros tipos celulares en los que se
incluyen fibroblastos, células del musculo liso y células
dela glia "*) su forma biolégicamente activa estd formada
por homo/heterodimerizacion de cuatro subunidades
monoméricas diferentes A, B, Cy D ©. Sus receptores
estan constituidos por cinco dominios extracelulares
tipo inmunoglobulina, un dominio transmembrana y
uno intracelular con actividad quinasa *¥; al igual que
los ligandos, la forma bioldgicamente activa del receptor
se origina por homo/heterodimerizacién de las subuni-
dades ay 9.

Launi6n delos ligandos PDGF, su consiguiente dime-
rizacidn y autofosforilacién de los residuos de tirosina
del dominio quinasa intracelular ?), crea sitios de acopla-
miento para moléculas con dominios SH, involucradas
en la transduccién de sefiales ”). La interaccién de estas
moléculas con tirosinas fosforiladas especificas en los
receptores desencadena la activacion de vias de sefiali-
zacion, como PI3K/Akty MAPK, importantes en super-
vivencia celular y proliferacién, respectivamente %,

La cascada de senalizaciéon PI3K/Akt hace referencia
a la activacién de Akt por fosforilacion en los residuos
Thr308 y Ser473, que luego se dirige al citoplasma en
donde controla varias respuestas bioldgicas incluyendo
inhibicion de apoptosis por fosforilacion e inactivacién

directa de proteinas proapoptdticas, o indirecta por
modulacién de la actividad de factores de transcripcion
©), Por otro lado, la via de sefializacién MAPK inicia
con la fosforilacién y activacion de las quinasas Erk1/2
en los residuos Thr202 y Tyr204 respectivamente.
Erk1/2 pueden fosforilar sustratos en el citoplasma y
factores de transcripcidén en el nucleo, involucrados con
proliferacién celular (%, La sobreexpresién de PDGF,
asi como la de sus receptores ha sido relacionada con
el desarrollo de diferentes tipos de cancer como sarco-
mas de tejidos blandos y gliomas . Con base en esta
asociacion, los ligandos PDGF y sus receptores se han
convertido en blancos para el desarrollo de agentes tera-
péuticos potenciales con los que se han llevado a cabo
estudios preclinicos en diferentes tipos de cancer 1213,
Sin embargo, ninguna de las moléculas desarrolladas
hasta el momento muestra afinidad especifica por los
receptores de este factor de crecimiento, por lo tanto,
estudios sobre los eventos de sefializacion y su posible
modulacion son importantes en el desarrollo de molé-
culas que inhiban de forma selectiva tanto la interaccién
ligando-receptor, asi como la activaciéon de moduladores
intracelulares causada por esta interaccién, que lleven a
efectos bioldgicos importantes en células tumorales, en
los que se incluyen inhibicién de la proliferacién celular
o activacién de apoptosis.

Con base en lo anterior, el grupo de Bioquimica
Experimental y Computacional (antiguo Grupo de
Terapia Celular y Molecular) de la Pontificia Universidad
Javeriana disefié y sintetizé dos péptidos lineales (P1y
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P2) a partir de la secuencia del ligando natural PDGF-BB,
los cuales mostraron alta afinidad por los receptores de
PDGEF en la linea celular HT1080; esta linea celular,
derivada de fibrosarcoma humano, presenta un fenotipo
altamente maligno, invasivo y de rdpida multiplicacion
(49, En adicién, el modelo celular mencionado tiene
activas multiples vias de sefalizacion que le permiten
mantener los rasgos asociados a una transformacién
neoplasica %, Por lo anterior, se considerd conveniente
y necesario evaluar el efecto de estos péptidos, asi como
de inhibidores especificos de proteinas intracelulares,
sobre la activacion de moduladores de las vias de seia-
lizacion PI3K/Akt y MAPK basales y dependientes de
PDGF y sobre el fenotipo proliferativo de la linea celular
HT1080.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Cultivo celular

La linea celular HT1080 fue adquirida de ATCC (N°
CCL.122). Las células fueron cultivadas en medio
DMEM suplementado con suero bovino fetal a 10 %
y penicilina/estreptomicina/anfotericina. Antes de la
estimulacion con PDGF-BB o con los inhibidores, las
células fueron deprivadas de suero durante 24 horas. Los
tratamientos con PDGF-BB (Bachem), Péptidos 1y 2
y PD98059 (Sigma) se realizaron en condiciones libres
de suero. Todos los reactivos para cultivo celular fueron
adquiridos de Lonza.

2.2 Ensayos de proliferaciéon

Se sembraron células a una densidad de 10000 células/
pozo en cajas de 24 pozos. A las 24 horas el medio fue
reemplazado por DMEM libre de suero y 24 horas des-
pués, las células fueron tratadas por triplicado con las
concentraciones 1 ng/mlL, 10 ng/mL y 50 ng/mL de
PDGF-BB, en presencia o ausencia de P1y P2 (1 uM)
una hora antes de la estimulacién. Cumplidas 72 horas
de incubacion, las células fueron tripsinizadas y cuanti-
ficadas por azul de tripan.

Para los ensayos con inhibidores, las células fueron
sembradas a una densidad de 20.000 células/pozo en
cajas de 24 pozos, bajo las mismas condiciones mencio-
nadas para los tratamientos con PDGF-BB. Las células
fueron tratadas por triplicado con las concentraciones
1uM, S uMy 10 uM de PD98059. Cumplidas 72 horas
de incubacion, las células fueron tripsinizadas y cuanti-
ficadas por citometria de flujo y tincién con tetrametil-
rodamina 500 nM.

2.3 Western Blot

Células de cultivos subconfluentes se sembraron a una
densidad de 12.000 células/pozo en cajas de 12 pozos.
Alcanzado 80 % de confluencia, el medio de cultivo
fue reemplazado por DMEM libre de suero y 24 horas
después, las células fueron tratadas o no con 30 ng/ml
de PDGF-BB durante §, 15, 30 y 60 minutos, en pre-
sencia o ausencia de P1 y P2 a concentracién 50 pM,
una hora antes de la estimulacién. Los tratamientos con
PD98059 se realizaron durante la noche. Las células fue-
ron lisadas con buffer lisis fosfato y buffer Laemmli en
proporcion 1:1. Los lisados celulares fueron separados
por electroforesis y transferidos a membranas de PVDE.
Las membranas fueron bloqueadas con TBST y S % de
albimina sérica bovina, incubadas durante la noche a
4° C con anticuerpo primario (1:500), lavadas 3 veces
e incubadas durante 1 hora con anticuerpo secundario
conjugado con HRP (1:3.000). Después de tres lavados,
las proteinas fueron detectadas con el kit SuperSignal
West Dura Chemiluminescent Substrate (Pierce), de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Los anti-
cuerpos primarios utilizados fueron: PathScan PDGFR
Activity Assay que incluye los anticuerpos Phospho PDGF
Receptor B (Tyr751) Rabbit, Phospho Shp2 (Tyr542)
Rabbit, Phospho Akt (Ser473) Rabbit, Phospho p44/42
MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Rabbit, eIF4E, factor
de transcripcion utilizado como control de carga y phos-
pho p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) mouse
(todos de Cell Signaling). Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron: Anti rabbit IgG HRP linked y Anti
mouse IgG HRP linked.

2.4 Citometria de flujo para evaluacién de
proliferacion celular

El protocolo usado para la evaluacién de la proliferacién
celular en respuesta al inhibidor PD98059 se basa en la
tincién de las células con tetrametilrodamina (TMRM),
que marca células con mitocondrias activas, siendo porlo
tanto un indicador de viabilidad celular. Células tratadas
durante 72 horas con concentraciones incrementales de
PD98059 (1 uM a 10 uM) fueron colectadas y marcadas
con TMRM a concentracion final de 500 nm durante
20 minutos. Cumplido este tiempo, las células fueron
adquiridas en citémetro Guava EasyCyte de Millipore y
analizadas a partir de un gate alrededor de la poblacién
de interés con base en los dot plots de forward y side scat-
ter. Para realizar comparaciones entre tratamientos se
utilizé el pardmetro de concentracién celular (células
por mililitro).
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2.5 Analisis estadistico

El efecto de PDGE-BB sobre la proliferacion de células
HT1080, asi como los eventos de senalizacidn asociados
aPDGF-BB e inhibidores sobre los eventos de senaliza-
cion basal fueron analizados estadisticamente usando la
prueba t student, en experimentos por triplicado.

RESULTADOS

3.1 Efecto de PDGF-BBy P1-P2 sobre
proliferacion de células HT1080

Como se observa en las Figuras 1 y 2, se eviden-
cié una respuesta diferencial en la proliferacion de
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Figura 1. Efecto de tres concentraciones de PDGF-BB sobre la
proliferacién de células HT1080, en presencia y ausencia de P1 1
MM. Las barras negras indican tratamiento con concentraciones
incrementales de PDGF-BB, las barras punteadas indican células
tratadas con P1 una hora antes de la estimulacién con PDGF-BB en
las concentraciones indicadas. Los resultados de proliferacion a las
72 horas se expresan como numero de células por mililitro.
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Figura 2. Efecto de tres concentraciones de PDGF-BB sobre la
proliferacién de células HT1080, en presencia y ausencia de P2 1
MUM. Las barras negras indican tratamiento con concentraciones
incrementales de PDGF-BB, las barras punteadas indican células
tratadas con P2 una hora antes de la estimulaciéon con PDGF-BB en
las concentraciones indicadas. Los resultados de proliferacion a las
72 horas se expresan como numero de células por mililitro. *p < 0,05
(prueba t pareado).

células estimuladas con las tres concentraciones
incrementales de PDGF-BB empleadas, con respecto
a la proliferacién basal. Asi, cuando PDGF-BB no
estimuld la proliferacién de células HT1080, la con-
centracién 1 uM de P1 no tuvo ningtn efecto sobre
su proliferacién (Figura 1), mientras que, cuando
PDGE-BB logré estimular la proliferacién, incluso
ala concentracién mds baja utilizada, el tratamiento
con P2 ala concentracién 1 uM logré inhibir este
estimulo mitogénico (Figura 2).

3.2 PDGF-BB induce fosforilacién de PDGFRp
(Tyr751)

Una vez verificada la expresion del receptor B de
PDGF (datos no mostrados), se evalué el efecto de
PDGEF-BB sobre la fosforilacién de este receptor en
el residuo Tyr751. Como se ve en la Figura 3, en
condiciones basales no se observo fosforilacién del
receptor en esta tirosina, por lo tanto, el estimulo con
PDGEF-BB causdé una cinética de fosforilacion répida
y transitoria, con un pico maximo alos S minutos de
estimulacion, el cual disminuy? a nivel basal a partir
de los 15 minutos.

PDGF-BB 30 ng/ml
X

0 5 15 300 60

CINETICA DE ACTIVACION DE pPDGFRB (Tyr751)

INTENSIDAD DE LA BANDA (ua)

PDGF-BBE 30 ng/ml

Figura 3. Fosforilacion de PDGFRp (Tyr751) asociada al tiempo
de estimulacién con PDGF-BB. Para el andlisis densitométrico,
la intensidad de la banda de pPDGFRB se normalizé con
respecto a la intensidad de la banda de elF4E (control de
carga incluido en el coctel de anticuerpos). Los resultados
se muestran como promedio de intensidad de la banda en
unidades arbitrarias de tres experimentos independientes. *p
< 0,05 (prueba t pareado).
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3.3 PDGF-BB induce fosforilacion de las
proteinas de senalizacion Shp2 (Tyr542) y
Akt (Ser473), pero no produce ningtin efecto
sobre la fosforilacion de Erk1/2 (Thr202/
Tyr204)

Como se observa en la figura 4, las células HT1080
no mostraron un nivel basal de las proteinas Shp2 y Akt
fosforiladas; por lo tanto, y siguiendo la cinética de fos-
forilacion del receptor p de PDGEF, la estimulacion de las
células con PDGF-BB indujo la activacion de estas pro-
teinas por fosforilacion de los residuos Tyr542 y Ser473,
respectivamente, con pico maximo a los 5§ minutos de
estimulacion y disminucién a nivel basal a partir delos 15
minutos. Por el contrario, se observé un nivel basal alto
de pErk1/2 (Thr202/Tyr204), por lo tanto, el estimulo
con PDGF-BB ex6geno no causé un efecto mayor sobre
su activacion. Los resultados obtenidos por western blot
fueron reproducibles y validados por citometria de flujo.

POGF-88 (30 ng/ml]

0 g 18 30 &0

‘ —3 pErklj2 (The202/Tyr204) 44/42 kDa
35, -
5. l | —> &IFsE 25 kDa (Control de Carga)

—3 p-Shp [Tyr542) 72kba
—*  pedkt [Serd73) B0kDa

3.4 Péptidos 1y 2 no inhiben la activacion de
PDGFR( (Tyr751) inducida por PDGF-BB y de
ninguna proteina de sefalizacién asociada a
este sitio de fosforilacion

Una vez establecidos los eventos de senalizacion aso-
ciados a PDGF-BB arriba mencionados (Figura 4), se
estimo la accidon de P1 y P2 sobre la fosforilacién de
proteinas involucradas en las vias de sefalizacién MAPK
y PI3K/Akt desencadenadas por PDGF-BB.

Por western blot se evalud el efecto de P1 sobre la
fosforilacion de PDGFR en Tyr751, Shp2 en Tyr542
y Akt en Ser473, dependiente de PDGF-BB. Como
el nivel basal de pErkl/2 no fue incrementado con
el estimulo ex6geno con PDGF-BB, no se evalud la
accién de P1y P2 sobre la fosforilacién constitutiva de
estas proteinas, puesto que se sugiere que la accion de
estos péptidos sintéticos es dependiente del estimulo
exdgeno con PDGF.
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Figura 4. Fosforilacion de Shp2 (Tyr542), Akt (Ser473) y Erk 1/2 (Thr202/Tyr204) asociada al tiempo de estimulacién con PDGF-BB. Para el
analisis densitométrico, la intensidad de la banda de cada una de las proteinas mencionadas se normalizé con respecto a la intensidad de la
banda de elF4E (control de carga incluido en el coctel de anticuerpos). Los resultados se muestran como promedio de intensidad de la banda
en unidades arbitrarias de tres experimentos independientes. *p < 0,05 (prueba t pareado).



Grismaldo A. et al / Rev. Nutr. Clin. Metab. 2018;1(1):42-52.

La concentracién S0 uM de P1 no alterd la cinética de
fosforilacién de PDGFRp en Tyr751. En este sentido, P1
tampoco impidio la fosforilacion de las proteinas Shp2
en Tyr542 y Akt en Ser473. El efecto de P1y P2 sobre la
fosforilacién de Akt (Ser473) asociada ala estimulacién
con PDGF-BB durante 5 minutos, también fue medido
por citometria de flujo. La estimulacién con PDGF-BB
durante 5 minutos caus6 fosforilacién de Akt en Ser473
conrespecto a células no estimuladas. Aunque se esperd
que el tratamiento con P1 y P2 en células estimuladas
inhibiera la fosforilacién de Akt inducida por PDGF-BB,
no se observé dicho efecto (datos no mostrados).

3.5 Efecto de PD98059 sobre proliferacion
basal de la linea celular HT1080

Con base en los estudios de senalizacién en los que se
observo activacién permanente de Erkl/2 e indepen-
diente de PDGF-BB, se examino el efecto del bloqueo de
la via MAPK sobre la proliferacion de células HT1080, a
nivel de Mek con el inhibidor PD98059 #45%). Como se
observa enla Figura S (barras moradas), las concentracio-
nes 1 uMy 5 uM de PD98059 no causaron diferencias sig-
nificativas con respecto a la proliferacion basal de células
HT1080 (barra rosada), mientras que la concentracién
10 uM logré disminuir de manera significativa su proli-
feracién (<0,05).
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Figura 5. Efecto de tres concentraciones del inhibidor de Mek
PD98059 sobre la proliferacion basal de células HT-1080. Los
resultados de proliferacion a las 72 horas se expresan como nimero
de células por mililitro medido por citometria de flujo y tincién con
TMRM. * p < 0,05 (prueba t pareado).

3.6 PD98059 inhibe la fosforilacion basal de
Erk1/2 (Thr202/Tyr204)

A partir de los resultados en los que se observé que la
inhibicién de la activacion de Mekl/2 causé una dis-
minucion en la proliferacién celular, se evalu6 el efecto
de la inhibicién de Mek1/2 sobre su blanco directo de
fosforilacién Erk1/2 (Thr202/Tyr204), para ello se
utilizaron las mismas concentraciones de PD98059 y
se determind la activacion de Erk1/2 por western bloty
citometria de flujo.

Los resultados se muestran en la Figura 6 e indican
que la concentracién 10 pM de PD98059 inhibié la fos-
forilacion basal de Erk1/2. Los resultados obtenidos por
citometria de flujo son comparables a los obtenidos por
western blot (datos no mostrados).

DISCUSION

EI PDGEF es considerado el mayor mitégeno para célu-
las de origen mesenquimal y ha sido involucrado en el
desarrollo y progresion de diferentes tipos de cdncer
especificamente gliomas y sarcomas, por lo tanto, la
inhibicion de las vias de senalizacién mediadas por el
eje PDGF-PDGFR ha sido un blanco atractivo para
terapias anticancerigenas !). En este estudio se evi-
denci6 que el estimulo exégeno con PDGF-BB causé
una respuesta diferencial sobre la proliferacién basal de
la linea celular HT'1080. Reportes previos, como el de
Fthenou23 indican que estimulos con una concentracién
de 10 ng/ml de PDGF-BB y un tratamiento de 48 horas
no logran aumentar la proliferacién basal de esta linea
celular, dicho efecto puede ser explicado a partir del bajo
numero de receptores de PDGF por célula HT 1080, que
fue estimado en 3,1 x 10* 7)) a diferencia de otras lineas
celulares y células primarias, en las que se han repor-
tado cerca de 100.000 receptores/célula’®'®) y por lo
tanto la respuesta en proliferacién ala estimulacién con
diferentes concentraciones de PDGF-BB es masiva. Sin
embargo, el presente estudio es el primero en reportar
un efecto incremental en la proliferacion basal de lalinea
celular HT1080 dependiente de la dosis de PDGF-BB
(Figura 2).

Adicionalmente, la linea celular HT1080 es cono-
cida por poseer un alelo mutado endégeno del oncogen
Nras (1420212) 'por lo cual exhibe caracteristicas tipicas
de células transformadas neopldsicas, en las que se
incluyen pobre adherencia, crecimiento independiente
del anclaje, ausencia de fibras de actina organizadas y
formacién de tumores agresivos in vivo, ademds de su
alta capacidad metastésica (220, Con base en esta
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caracteristica, se explica el crecimiento y proliferacién
de estalinea celular atin en condiciones basales, es decir,
en DMEM libre de suero, al igual que la insensibilizacion
al estimulo con PDGF-BB exdgeno (Figura 1).

Los hallazgos de la accién inhibitoria de P2 sobre la
proliferacion celular inducida por PDGF-BB se rela-
cionan con los resultados del estudio realizado por
Contreras 17, en el que se demostré que P2 fue capaz
de inhibir la viabilidad de células HT1080 inducida
por PDGEF-BB, incluso a concentraciones picomola-
res. Adicionalmente, en un estudio previo se evidenci6
que, de los dos péptidos, P2 mostré una mayor capaci-
dad de desplazamiento de la unién del ligando natural
PDGF-BB ®).

Diferentes estudios han reportado péptidos sintéticos
que tienen como blanco PDGFR **?7), Engstrém et al
reportaron un péptido sintético derivado de PDGF B,
que inhibié en forma significativa la proliferaciéon de
la linea celular AG1518 inducida por PDGF-BB 7).
Por otra parte, el estudio de Brennand et al reporté la
secuencia de un péptido lineal que no mostré efectos en
la reduccion de la sintesis de ADN ni inhibi6 la unién
del ligando natural®®; sin embargo, cuando el péptido
se ciclé se logré reducir la sintesis de ADN e inhibi6 la
unién delligando natural PDGF-BB conun EC_ de 220
UM en fibroblastos de piel humana. Con base en estos
resultados, los autores explican que el reconocimiento
de oligopéptidos lineales flexibles por receptores de
membrana es sensible a las restricciones estéricas y que
la ciclacién de los péptidos limitaria este efecto, ya que
les permitirfa imitar las conformaciones naturales dentro
de PDGEF-BB proporcionando mayor afinidad de unién
alos receptores de PDGEF. Por lo tanto, la alternativa de
ciclacién de P1y P2 se hace interesante, ya que podrian
encontrarse efectos tan importantes como los hallados
en el reporte mencionado.

La sefalizacion por receptores de PDGF ocurre por
fosforilacion de al menos 10 residuos de tirosina en
el dominio intracelular y su consiguiente asociacién a
moléculas de sefializacién secundarias con dominios
SH2 @82, Se ha demostrado que el residuo Tyr751
de PDGFR es un sitio de alta afinidad de unién para
la subunidad p85 de PI3K ?**9 y por lo tanto, podria
participar en la activacién indirecta de la quinasa Akt;
adicionalmente, la fosforilacidn transitoria de este resi-
duo puede deberse a un incremento en la tasa de defosfo-
rilacién por Shp2, una fosfatasa que también es activada
por estimulacién con PDGF-BB 132,

Shp2 esuna proteina que promueve la activacién mas
que la atenuacién de vias de sefializacién intracelular

como MAPK 339, Es asi como en el estudio realizado
por Ronnstrand et al se reportd que los sitios de fosfori-
lacién Tyr763 y Tyr1009 en PDGFRP forman los sitios
de unién para los dominios SH de Shp2 causando su
activacién ®%. Aun cuando la fosforilacién de estos resi-
duos de tirosina no fue evaluada en el presente estudio, se
puede inferir que la unién delligando PDGF-BB indujo
la fosforilacidn de estos residuos y consecuente activa-
cion de Shp2 por fosforilacion en TyrS42. Sin embargo,
el papel de Shp2 parece no ser importante en la via de
sefalizacion MAPK en la linea celular HT'1080 debido
ala mutacion constitutiva en el gen que codifica para la
proteina Ras, que se encuentra activa permanentemente
corriente abajo de Shp2 %), Se ha demostrado también
que los residuos de tirosina fosforilados en los receptores
de PDGF pueden ser defosforilados e inactivados por
proteinas tirosinas fosfatasas como Shp2 9, ejerciendo
un evento de regulacion negativa de la sefalizacién ©¥.
Shp2 defosforila de forma preferencial residuos de tiro-
sina importantes para la unién de PI3K con PDGFR
entre los que se incluyen Tyr740 y Tyr751 %3132,
Acerca de la activacién répida y transitoria de Akt,
inducida por PDGF-BB, Lennartsson et al, demostraron
en células PAE, que puede sensibilizar a las células hacia
la apoptosis %), Por lo contrario, cuando el estimulo con
PDGEF-BB exégeno causa una activacion rapida pero sos-
tenida de Akt, la respuesta generada por este efecto tiene
un papel importante en la promocion de la supervivencia
celular ®9, la cual depende de la inactivacién por fosfo-
rilacién de proteinas proapoptéticas como Bad, caspasa
9 y factores de transcripcién FOXO9. La fosforilacién
transitoria de Akt, estimulada por PDGF-BB también
puede ser atribuida a que el estimulo caus6 simultinea-
mente la activacion de la fosfatasa Shp2, por lo tanto, se
sugiere que Shp2 defosforil6 al receptor p de PDGF en
el residuo Tyr751 después de la unién de PI3K, y que
PI3K fue capaz de iniciar la transduccién de la senal.
No obstante, la defosforilacion del receptor por Shp2
interrumpid la transduccién continua de la sefal y causd
la inactivacion de PI3K, asi como la rdpida inactivacion
de Akt; se sugiere por lo tanto que Shp2 puede proveer
un mecanismo de regulacion negativa de la via PI3K/Akt
dependiente de PDGF en el modelo celular estudiado.
Con base en los resultados mostrados en las Figuras
1 y 4, se sugiere que la proliferacion de la linea celular
HT1080 no es dependiente del estimulo ex6geno con
PDGE. Se ha reportado que la sobreexpresién de Ras
causa insensibilidad a estimulos extracelulares y es sufi-
ciente para dirigir la entrada al ciclo celular de células
que se encuentran detenidas en fase GO por ausencia
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de factores de crecimiento ('), lo que explica la proli-
feracion de la linea celular HT'1080 atin en condiciones
basales. Con base en estos resultados, se propone que el
potencial proliferativo de esta linea celular se debe a la
activacién permanente de Erk1/2, que se explica a partir
de la mutacion en el gen NRas.

La consecuencia bioldgica de la activacién de Erk1/2
estd especificada por la duracién y magnitud de su fosfo-
rilacion; es asi como la fosforilacidon sostenida de estas
proteinas causa expresion y estabilizacion de productos
génicos tempranos, lo que resulta en transicién G1/S en
fibroblastos y células epiteliales10. Por lo tanto, se sugiere
que la fosforilacién sostenida y permanente de Erk en
el modelo estudiado, podria resultar en la activacién de
factores de transcripcion involucrados en proliferacion
celular, tales como: CREB, Ets-1, c-Juny c-Myc involu-
crados en proliferacion celular ®®.

En cuanto al efecto del tratamiento con P1 sobre
la fosforilacién del residuo Tyr751 del receptor B de
PDGEF, los resultados indican que P1 no logré inhibir el
efecto de PDGF-BB sobre este sitio de fosforilacion. Se
ha reportado una mayor eficiencia en la inhibicién de
la fosforilacién de PDGFR con péptidos de naturaleza
ciclica; este es el caso del péptido descrito por Brennand,
etal que inhibié la interaccién de PDGF AA y PDGF-BB
con PDGFRa y PDGFRP, lo que sugiere que este pép-
tido reconoce estructuras conservadas dentro de los dos
tipos de receptores, que permiten tanto la inhibicién de
la autofosforilacién como la dimerizacién en un $5%
Por lo anterior, este péptido es considerado un antago-
nista de los receptores de PDGF; sin embargo, el mismo
péptido con estructura lineal no tuvo ningun efecto
sobre la autofosforilacion y dimerizacién inducida por
PDGEF-BB. Con base en estas evidencias, se sugiere que
eventualmente el modificar ciclicamente P1y P2 podria
inducir una respuesta inhibitoria de la autofosforilacion
y/o dimerizacién de los receptores PDGE.

Igualmente, ni la fosfatasa Shp2 nila quinasa Akt acti-
vadas por PDGF-BB y asociadas al residuo de Tyr751
en el receptor  de PDGF, fueron inhibidas por el tra-
tamiento con P1. Especificamente sobre Akt, en un
estudio previo se reportd que la concentracién 100 pM
de P1 no mostré un efecto inhibitorio sobre la activacién
de Akt inducida por estimulacién con S00 pM (15 ng/ml)
de PDGEF-BB17. Estos resultados son consecuentes
con el efecto de P1 sobre la fosforilacién de PDGFR
(Tyr751), en el que tampoco se evidencié inhibicién
de la fosforilacién estimulada por PDGF-BB, desenca-
dendndose asi la cascada de senalizacién PI3K/Akt. Sin
embargo, en el mismo estudio se reporté que P2 fue
capaz de inhibir en un 31,59 % la fosforilacion de Akt

inducida por PDGF-BB, en sus condiciones experimen-
tales, estimulacién con 500 pM de PDGEF-BB e inhibi-
cioén con 100 pM de P2. Las concentraciones utilizadas
en el presente estudio son diferentes, ya que el estimulo
se realizé con 1000 pM (30 ng/ml) de PDGF-BB y la
inhibicién con 50 uM de P2; evidenciando resultados
diferenciales dependiendo de las dosis de ligando natural
y sintético ensayadas.

Los estudios realizados sobre los efectos de P1y P2
sobre la fosforilacion de Akt mediada por PDGF-BB
son contradictorios y por lo tanto no concluyentes; se
sugiere realizar mds estudios que ayuden a esclarecerlos
eventos de sefializacién asociados a P1 y P2 en lineas
celulares que sean dependientes de PDGF-BB. En la
actualidad, se han desarrollado diferentes estrategias para
detener los eventos de sefializacion iniciados por PDGF
en las que se incluyen anticuerpos neutralizantes para
los ligandos y receptores de PDGF, aptdmeros, PDGF
sin procesamiento en N terminal y receptores solubles
que excluyen el dominio quinasalé. Sin embargo, nin-
guna de las moléculas aprobadas hoy es especifica para
PDGEF, pues estas moléculas son consideradas inhibido-
res multiquinasa en los que también se incluyen como
blancos VEGFR y KIT; crenolanib, imatinib, nilotinib,
olaratumab y ponatinib, son inhibidores de receptores
tirosina quinasa que se encuentran en ensayos de fase II
para el tratamiento de tumor estromal gastrointestinal,
glioblastoma y melanoma, entre otros. Olaratumab y
tovetumab, son anticuerpos monoclonales con afinidad y
selectividad mas alta por PDGFRay por lo tanto causan
menor toxicidad y efectos secundarios 2.

Finalmente, los resultados obtenidos acerca de la via
de senalizacion MAPK, sugieren que la inhibicion de la
activacion de Mek a la dosis 10 uM de PD98059 logro
atenuar los efectos proliferativos mediados porla activa-
cién permanente de Erk1/2 enlalinea celular HT'1080.
Debido a la activacién constitutiva de la via de senali-
zacién Ras/Mek/Erk, que se presenta en aproximada-
mente 30% de los canceres humanos, se han desarrollado
inhibidores especificos contra Mek39 que son exitosos
debido a los pocos sitios de fosforilacién de estas pro-
tefnas involucrados en su activacién/inactivacién ¢4,

Es asi como los estudios realizados por Hoshino et al
y Matsui et al, evaluaron el efecto del bloqueo de lavia de
Erk, con los inhibidores PD98059 y U0126, especificos
de Mek, enla proliferacion de células tumorales humanas
en las que Erk est4 constitutivamente activado *'#?). Los
resultados indican que estos inhibidores son capaces de
reducir la proliferacién e inducir una detencién del ciclo
celular en G1, seguida por una respuesta en apoptosis.
Con base en estos resultados se evidencia la importancia
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de la intervencidn terapéutica en la activacion de Mek,
asi como de otras proteinas involucradas en la via de
senalizacion MAPK en cénceres asociados a mutaciones
en el gen Ras.

Cuando se evalu6 el efecto de PD98059 sobre la acti-
vacién basal de pErk1/2 en células HT 1080, se evidencid
que efectivamente, la dosis mds alta de este inhibidor
logré reducir su activacion. La progresion del ciclo celu-
lar a través de cada fase es regulada por ciclinas y qui-
nasas dependientes de ciclinas CDKs *¥. En el estudio
realizado por Hoshino, et al se evidencié disminucién
en la activacion de Erk1/2 después del tratamiento de
las células con PD98059 y aumento en la activacion de
p27, un inhibidor de complejos CDK/ciclina, lo que
explicala detencién del ciclo celular enla fase G1y con-
secuente efecto negativo en la proliferacion de células
con mutaciones constitutivas en Ras; p27 ejerce este
efecto al asociarse con complejos CDK-ciclinas espe-
cificas de G1 como D1/CDK4 y E/CDXK2 e inhibir su
actividad catalitica, que es esencial para que las células
entren en fase S *4).

I
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Figura 7. Modelo propuesto para sefalizacion basal e inducida por PDGF-BB en la linea celular HT1080.
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CONCLUSION

Se propone el modelo para senalizacién basal e indu-
cida por PDGF-BB en lalinea celular HT 1080 (Figura
7). La unién de PDGF-BB causa la dimerizacién de
PDGFRP y su autofosforilacién en Tyr751, de esta
forma la subunidad catalitica p8S5 de PI3K es reclutada
hacia el receptor produciendo su activacion. PI3K
activado se dirige a la membrana celular en donde
cataliza la formacién de PIP3 a partir de PIP2. PIP3
tiene gran afinidad por los dominios de homologia
a plectrina PH de Akt por lo tanto causa su recluta-
miento a la membrana celular y un cambio conforma-
cional que expone los dos sitios de fosforilacién de
Akt importantes para su activacién: Thr308 y Ser473.
Akt activado puede fosforilar y por lo tanto inactivar
proteinas proapoptoéticas y factores de transcripcién
involucrados en supervivencia celular. Sin embargo,
PDGE-BB puede activar un mecanismo alterno de
regulacion negativa sobre la via PI3K/AKkt, es asi como
se sugiere que la unién del ligando podria causar la fos-
forilacién de PDGFRp en Tyr763 y Tyr1009, reclutar
y activar a Shp2 que defosforila a Tyr751 y finalmente
lleva a fosforilacidn inicial rdpida pero transitoria de
Akt, suprimiendo su efecto antiapoptético; por los
resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere que la
via PI3K/Akt desencadenada por PDGF-BB exdgeno,
no es la mds importante para el fenotipo maligno de
lalinea celular HT'1080.

Por otro lado, la mutacion en el gen N-Ras insensi-
biliza a las células al efecto de factores extracelulares
como PDGEF-BB y por ende P1 y P2 sobre la via de
sefalizacion MAPK. La unién de Rasa GTP promueve
su activacién permanente y por consiguiente la activa-
cién permanente de las proteinas quinasas Raf, Mek y
Erk1/2; el bloqueo de esta via con PD98059 (inhibidor
especifico de Mek), inhibe la fosforilacion de Erk1/2 y
en consecuencia se sugiere que inhibe la transcripcién
de genes involucrados en proliferacion celular. Con
base en estas evidencias, se sugiere que el potencial
maligno y proliferativo de la linea celular HT'1080 es
dependiente de la activacién permanente de Ras, por
lo tanto, las proteinas que se activan corriente abajo
como Raf, Mek y Erk son blancos importantes para el
desarrollo de moléculas terapéuticas en cdnceres con
mutaciones constitutivas en Ras.
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