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Resumen

El metabolito activo de la vitamina D es el calcitriol 0 1a,25(0OH), vitamina D3
(1,25D). El 1,25D ingresa a la célula difundiendo a través de la membrana plasmatica y
se une a su receptor, el receptor de la vitamina D (VDR). Este complejo desencadena
acciones rapidas, no gendmicos (como la activacion de vias de sefializacion MAPKs, y
la generacion de segundos mensajeros, como el aumento del Ca?* intracelular) o
efectos gendmicos que requieren generacion de nuevas proteinas. Dado que la mayor
parte de los efectos del 1,25D reportados involucran al VDR y éste se expresa en la
mayoria de los tejidos, esta hormona esteroide se considera pleiotropica. En el
laboratorio donde trabajo, se ha demostrado que el VDR se expresa en el muasculo
esquelético y que el tratamiento con 1,25D (10° M) es capaz de promover a
proliferacién y la activaciéon de vias de sefializacion como las MAPKs, Akt, con la
participacion de Src, muy rapidamente, tanto en mioblastos proliferativos como en
miotubos diferenciados. Por otro lado estd ampliamente documentado que el 1,25D
tiene efectos anti-proliferativos y pro-apoptéticos en varios tipos de cancer.

En este trabajo de Tesis Doctoral, se evidencié que en la linea de musculo
esquelético normal C2C12, durante la fase proliferativa, el tratamiento con 1,25D (10°
M) promueve la expresion del VDR y la activacién de p38 MAPK y ERK 1/2, que
promueven la expresion de las CDK 4/6. Mas tarde, durante el arresto promotor de
diferenciacion, iniciado por el 1,25D, la expresion del VDR y la activacién de la p38
MAPK son esenciales para inducir el aumento en la expresion de la ciclina D3, de los
CKls p21CPYWAFL y n27KP1 'y del marcador de diferenciacién muscular miogenina, el cual
también requiere que la ciclina D3 se exprese. En las células C2C12 que estan en la
etapa de diferenciacion temprana, en la fase de alineacién (previo a la fusion celular
para la formacion del miotubo), la hormona esteroide 1,25D unida a su receptor tiene la

capacidad de activar la tirosina quinasa no receptora Src y las MAPKs ERK 1/2 y p38



MAPK, a tiempos cortos (hasta de una hora), sin embargo no es capaz de maodificar la
expresion de proteinas (como las ciclinas D1 y D3 o la caveolin-1).

El rabdomiosarcoma (RMS) es el cancer de tejido blando mas comun entre los
nifos y tiene caracteristicas de musculo esquelético, a pesar de tener mudltiples
origenes. La linea RD es una linea celular de rabdomiosarcoma humano, originada de
biopsias de una paciente caucdsica de siete afios de edad. A pesar de la evidencia
acumulada de los efectos antineoplasicos de la hormona esteroide 1,25D, en diferentes
tipos de cancer, solo existe un reporte de los efectos de este esteroide en RMS, en
lineas diferentes a la linea RD.

En esta Tesis Doctoral, se evidencié que las células RD expresan basalmente
VDR y que el tratamiento con la hormona durante 24 y 48 horas promueve un
incremento de este receptor. Ademas el 1,25D (10° M) promueve la activacion de p38
MAPK, via su quinasa upstream inmediata MKK 3/6 y Src a tiempos cortos en las
células RD. De relevancia, se observé que la activacién de p38 MAPK es necesaria para
la activacion de Src, pese a ser esta una quinasa upstream de las MAPKs. El
tratamiento con 1,25D durante 72 horas provoca una marcada disminucién en la
expresion del VDR junto con una inhibicién en la proliferacion (ya que decrece la
cantidad de células vivas y aumenta la expresion de p15™%%). Conjuntamente, la
hormona no promueve la diferenciacién celular (ya que no se observan cambios
morfoldgicos y disminuye la expresion de marcadores de diferenciacién tempranos) y
estimula la apoptosis (aumentando la expresion de los mediadores ciclina D1 y CDK4 y
causando picnosis mitocondrial y pérdida de la red mitocondrial).

En conclusion, el metabolito activo de la vitamina D, el calcitriol tiene efectos
opuestos en el musculo esquelético normal y el transformado, ya que en el primero
promueve la proliferacion seguida de un arresto pro-diferenciativo, mientras que en RMS

es capaz de inducir la apoptosis.
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Abstract

The vitamin D active metabolite is the calcitriol or 1a,25(OH),-vitamin Ds
(1,25D). The 1,25D diffuse into the cell through the plasmatic membrane and it binds to
its receptor, the vitamin D receptor (VDR). This complex triggers non-genomic, rapid
actions (like activation of MAPKs pathways, and second messengers, like intracellular
Ca?" increase) or genomic effects that require protein synthesis. Aimost all of the 1,25D
actions require the VDR, and this receptor is expressed in almost all tissues, this steroid
hormone is pleiotropic. In the laboratory where | investigate, it was demonstrated that the
VDR is expressed in skeletal muscle and 1,25D treatment promotes proliferation and
activation of MAPK, Akt, and the tyrosine kinase Src, quickly, in both proliferating
myoblast and differentiated myotubes. By another hand, it was largely reported that
1,25D exerts antiproliferative and proapoptotic effects in many different cancer types.

In this Ph.D. Thesis, it was evidenced that in normal skeletal muscle cell line
C2C12, in the proliferative state, 1,25D (10 M) treatment promotes VDR expression and
p38 MAPK and ERK 1/2 pathways activation, and all these together induce CDK 4/6
expression. Then, during pro-differentiative arrest induced by 1,25D, the VDR
expression, and p38 MAPK activation are key events to promote an increase in Cyclin
D3, CKls p21°P"™WAFL and p27** and myogenin expression. In C2C12 cell, in an early
differentiation state, during myoblast alignment, 1,25D through its receptor induce Src,
ERK 1/2 and p38 MAPK pathways activation, within a few minutes, but this short
treatment cannot modify some proteins expression involved in differentiation process
(like Cyclin D3 and D1, or caveolin-1).

Rhabdomyosarcoma (RMS) is the soft tissue cancer most common in children
with skeletal muscle features, although it has different origins. The RD cell line is a
human RMS cell line, originated from biopsies from a seven years old Caucasian patient.

There is accumulated evidence about antineoplastic effects of 1,25D, in different cancer
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types; nevertheless, there is only one report relative to the effects of this steroid hormone
treatment developed in RMS cell lines different to RD.

In this PhD. Thesis, it was shown that RD cells express basally VDR and
hormone treatment during 24 and 48 hours promotes an increase of this receptor.
Moreover, 1.25D (10° M) promotes p38 MAPK activation via its immediate upstream
kinase, MKK 3/6, and Src at short times of steroid exposition. Of relevance, it was
observed that p38 MAPK activation is necessary for the activity of Src, despite this being
an upstream kinase of MAPKs. Treatment with 1.25D for 72 hours causes a decrease in
VDR expression and the inhibition in proliferation (since it decreases the amount of living

cells and increases the expression of p15™«*

). This steroid treatment does not promote
differentiation, since no morphological changes were observed and the expression of
early differentiation markers falls. Furthermore, 1,25Dstimulates apoptosis increasing the
expression of cyclin D1 and CDK4 mediators and causing mitochondria pyknosis and
disruption of mitochondrial network).

In conclusion, the active metabolite of vitamin D, calcitriol has opposite effects
on normal and transformed skeletal muscle cells, since in the normal cells it promotes

proliferation followed by a pro-differentiative arrest, whereas in RMS it is capable of

inducing apoptosis.
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Introduccion — La \litamina D

La Vitamina D

Ya los antiguos griegos observaron que la exposicion a la luz solar tenia beneficios
y se asociaba a una buena salud. Hipdcrates (460 AC.), “el padre de la medicina”, utilizaba
la helioterapia (palabra que deriva de dos palabras griegas: Helios, significa sol, y therapeia,
gue significa poder para sanar) para el tratamiento de la enfermedad que hoy conocemos
como tuberculosis (Mayer 1921) y Herddoto recomendaba el sol como cura para los
"musculos débiles y blandos" y aconsejaba a los atletas olimpicos exponerse a la luz solar
para mejorar su rendimiento fisico.

A partir del siglo XVII, el raquitismo era una caracteristica de la vida en las
ciudades britdnicas y norteamericanas industrializadas, donde se comenzé a buscar
terapias experimentales para su tratamiento. Recién a fines del siglo XIX y principios del XX,
varios grupos de investigacion demostraron que la luz solar y el aceite de higado de bacalao
prevenian o curaban esta condicién (Cheadle 1888; Mayer 1921). En 1903, Niels Finsen
obtuvo el Premio Nobel por demostrar que la exposicion a la luz ultravioleta (UV) podria ser
utilizada para tratar la tuberculosis cutanea (Mgller et al. 2005). Llamativamente, ya en
1909, Rose proponia como tratamiento para la tuberculosis que los nifios debian tener mas
clases al aire libre y de esta forma abarcar los cuatro factores principales del tratamiento
(aire fresco y movimiento, nutricion adecuada, suefio adecuado y tratamiento desde
pequefios), evitando asi, que los nifios pasen largos periodos de tiempo de su infancia
dentro de las aulas, ya que habian visto que los nifios mas saludables eran aquellos que
pasaban mas tiempo al aire libre (Rose 1909)

Mas tarde en el siglo XX, se comenz6 a elucidar que la deficiencia de vitamina D
era la mayor causa de raquitismo (Craig y Belkin 1925), y por esto en Europa se incorpord
la fortificacion y suplementacion de la dieta con vitamina D y se promovio la exposicién a los
rayos UV, siendo herramientas claves para reducir la incidencia de raquitismo en la

poblacién urbana pobre (Bivins 2014)
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En 1952, el fisidlogo deportivo Spellerberg realiz6 un extenso estudio de los
beneficios de la radiacion UV sobre el rendimiento fisico y las habilidades motoras de los
atletas de élite (Spelleberg 1952), que, segun comenta Walrand, llevaron al cientifico a
informarlo al Comité Olimpico (Walrand 2016). Afios mas tarde se asociaron todos los
beneficios de la exposicién a la luz solar e irradiacion con luz UV a la sintesis de los
metabolitos activos de la vitamina D (Bivins 2014; Marcinkowska, Wallace y Brown 2016;

Walrand 2016).

Quimica, ﬂsLoLogEa y metabolismo de la vitamina D

La pre-vitamina D3 es una molécula lipofilica compleja cuya féormula fundamental es
C,7H440 y su peso molecular es 384.64 g/mol*. Hay dos fuentes principales de obtencion de
la misma: la sintesis cutanea y mediante la incorporacién a través de la dieta. La mayor
parte se obtiene a partir de la sintesis cutdnea (Heath y Elovic 2006; Shinchuk y Holick
2007; Wacker y Holiack 2013; Zhang et al. 2015; Munns et al. 2016). Cuando el sol impacta
en la piel, la porcién UVB del espectro solar entra en la epidermis y dermis y rompe el anillo
B del 7-dehidrocolesterol (7-DHC) para generar la pre-vitamina Ds;, en una reaccién no
enzimatica y dependiente de la luz (Holick et al. 1980; MacLaughlin, Anderson y Holick
1982) (llustracion 1). Una vez sintetizada, la pre-vitamina D3 se convierte en vitamina D; a
través de una reaccion dependiente del calor (Holick 2011). Todo este proceso esta
influenciado por el momento del dia, la estacion del afio, la latitud, la edad, el uso de
protectores y blogueadores solares, y el grado de pigmentacion cutanea; ademds, una
exposicién excesiva también puede causar la formacién de fotoproductos inactivos (Sayre y
Dowdy 2007; Shinchuk y Holick 2007; Knutsen et al. 2010; Reuss-Borst 2014; Zhang et al.
2015). En menor proporcién, se obtiene vitamina D por ingesta en la dieta (Heath y Elovic
2006; Shinchuk y Holick 2007; Reuss-Borst 2014). El ergocalciferol (vitamina D,) se
encuentra principalmente en plantas o productos de origen vegetal, mientras que el

colecalciferol (vitamina D3) se encuentra principalmente en los productos animales como

! http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5281058#section=Top
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pescados grasos, aceite de higado de bacalao, huevos y lacteos (Pereira, Larriba y Mufioz
2012) y en alimentos suplementados. La diferencia entre la vitamina D, y D3, reside en las
cadenas laterales, lo que afecta la capacidad de unién a la proteina de union a la vitamina D
(vitamin D-binding protein - DBP) y en consecuencia su metabolismo (Bikle 2012) pero a los

fines practicos, ambos compuestos son tratados como equivalentes.
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[lustracion 1: Resumen del metabolismo de la vitamina D.

Mientras que circulan en la sangre, la vitamina D y sus metabolitos siempre estan
unidos a la DBP (Ali y Vaidya 2011). La DBP lleva a la vitamina D desde la piel al higado
donde se metaboliza por la enzima vitamina D - 25 - hidroxilasa (25D-OHasa), también
conocida como el citocromo P450 (CYP2R1) (llustracién 1). El producto de esta reaccion es
la forma biolégicamente inactiva, el 25-hidroxivitamina D3 (25D), que sale del higado y
circula por sangre hasta llegar a los rifiones donde continda metabolizdndose. El préximo
paso es la hidroxilacion del 25D en los tubulos renales a 1a, 25 - dihidroxivitamina Ds

(calcitriol, 1,25D) por la enzima 25D -1a - hidroxilasa (1a-OHasa), también conocida como
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CYP27B1 (llustracion 1). La acumulacion tanto de 25D como de 1,25D puede actuar como
retroalimentacion negativa para el metabolismo de la vitamina Ds, por inhibicién de la 25-
OHasa y la 1a-OHasa, respectivamente. Para prevenir el exceso de 25D y de 1,25D, éstos
son metabolizados por la 25D — 24 - hidroxilasa (24-OHasa o0 CYP24A1) a fin de facilitar la
excrecion biliar de los productos 24, 25 - hidroxivitamina D (24,25D) (Wintermeyer et al.
2016) (llustracion 1). Al llegar a la membrana plasmética de la célula target, por circulacién
sanguinea, tanto el 25D como el 1,25D son librados de la DBP y difunden libremente por la
membrana lipidica al interior celular. Una vez dentro de la célula, el 1,25D se asocia al

receptor de la vitamina D (vitamin D receptor — VDR).

Receptor de Vitamina D - VIR

La capacidad de la hormona 1,25D de cumplir una amplia variedad de funciones en
diferentes tejidos, incluso en diferentes especies, se debe a la presencia del receptor de la
vitamina D (Norman 2006). El VDR es una proteina del tipo receptora de esteroides, muy
conservada desde los vertebrados inferiores hasta los humanos (Darwish y Deluca 1996;
Kollitz et al. 2015). Se encuentra en el citoplasma y se une especificamente al 1,25D
desencadenando cambios que influyen en el comportamiento de la célula. La accién mas
clasica del complejo hormona esteroide — receptor esteroide es la de regular la transcripcion
de segmentos especificos de acido desoxiribonucleico (ADN), al unirse a elementos del

ADN que responden a la vitamina D (Vitamin D Response Elements — VDRE)

Estructura del gen del receptor de la vitamina Ds
El gen del receptor de la vitamina D3 se encuentra en el cromosoma 12, en la
posicion 12g13.11 en el humano (Dempfle et al. 2006) y en el gen 15, en la posicion 15 gF1

en el ratén (llustracion 2).
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llustracion 2: Esquema de la localizacion del gen del VDR en Homo

sapiens (A) y en Mus musculus (B) (Modificado de 23)

Abarca 75 kilobases (kb), incluyendo seis exones (la al If) que codifican la regién 5°
que no se traduce, de splicing alternativo, ocho exones codificadores de proteina (Il al IX) y
dos regiones promotoras (llustracion 3) (Nejentsev et al. 2004; Miyamoto et al. 1997). Los
exones Il y Il codifican el dominio de unién al ADN vy los exones IV al IX codifican la region
de union al ligando (Zmuda, Cauley y Ferrell 2000).

Se han identificado polimorfismos de nucleétido Unico (simple nucleotide
polymorphisms - SNPs) en el gen del VDR: Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Tru9l
(rs757343), Apal (rs7975232) y Taql (rs731236), entre otros, que provocan una variacion de
la expresion de VDR, y en consecuencia podrian afectar la transcripcion de los genes target
del receptor y las funciones del mismo (Glass et al. 2009; Yamshchikov et al. 2009). Hay
una gran variacion en las frecuencias alélicas de los genotipos formados por estos

polimorfismos entre los grupos con diferente ancestria (Hannan et al. 2008)

2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=GCF_000001405.3’3>&q=7421[geneid]
®http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=GCF_000001635.24&0=22337[geneid]
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llustracion 3: Esquema del gen del receptor de la vitamina D y sus

polimorfismos mas comunes (Bai et al. 2009).

Distribucion de SNPs en el VDR

En el VDR se reconocen como bloques de desequilibrio de ligamiento (DL) a
regiones cromosomicas en las cuales la frecuencia de recombinacién cromosémica es nula
o despreciable. Los genes, o polimorfismos, ubicados en tales regiones presentan una
desviacion en las frecuencias esperadas por herencia mendeliana debido a que se heredan
como un bloque. Sin embargo, el alto grado de DL entre los polimorfismos dentro de un
blogue, no se relaciona con el grado de DL entre los polimorfismos ubicados en dos bloques
diferentes (Wigginton, Cutler y Abecasis 2005).

En el gen de VDR, se encontraron varios bloques de DL, pero que varian en las
diferentes poblaciones (Fang et al. 2005). En europeos se identificaron 5 bloques con alto
DL (llustracion 4 - B) de 2-17 kb. EI SNP Fokl no esta en DL con ninguno de los otros SNP y
no puede ser asignado a ninguno de los bloques. El mapa de DL de asiaticos es similar al
de los europeos, pero presenta solo 4 bloques. Para los asiaticos hay un gran bloque de DL
en la region promotora (1e-1b), el cual corresponde a la combinacién de los bloques 2 y 3

en europeos. El mapa de DL para los africanos es mas fragmentado y es substancialmente

n
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diferente al de europeos y asiaticos, tiene 8 pequefios blogques y Fokl también es
independiente de cualquier blogue de DL. La mayor cantidad de bloques de DL de menor
tamafio en los africanos y sus descendientes, y la mayor variabilidad que esto conlleva, esta
en concordancia con la teoria del origen de la especie Homo sapiens ubicado en Africa y la
posterior colonizacion del resto de los continentes (Harcourt 2016; Stringer 2016)
(llustracion 4-A).

Debido a la similitudes de algunos bloques de DL, o regiones comunes de DL en
los europeos, asiaticos y africanos, se puede sugerir que este desequilibrio de ligamiento
aparecié antes de la divergencia de los grupos (Gong et al. 2006). Estos polimorfismos
producen diferencias en regiones no codificantes o sinénimas y por lo tanto no cambian la
estructura de la proteina, aunque provocarian variaciones en la expresion y/o funcién

(Kariuki et al. 2016).
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llustracion 4: A. Mapa del origen y la colonizacion del mundo por Homo sapiens. B.

Bloques de DL en las distintas poblaciones [modificado de (Fang et al. 2005)].
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Estructura molecular del receptor de la vitamina D

En la literatura se describe que el 1,25D interactla con dos receptores distintos
dentro de la célula: el receptor clasico VDR (que se asociaria Unicamente a las acciones
gendémicas) y Pdia3 (Protein disulfide isomerase, family A, member 3) asociado a la
membrana plasmatica, que participaria en las acciones rapidas, (Nemere etal. 2004;
Doroudi et al. 2014; Doroudi, Schwartz y Boyan 2015). Sin embargo, esta reportado en
ratones knockout y en personas con mutaciones que provocan la pérdida de funcion en el
VDR, que se necesita del VDR funcional para poder llevar a cabo las acciones rapidas
atribuidas al 1,25D (Nguyen et al. 2004; Zanello y Norman 2004), y hay disponible un Gnico
reporte de osteoblastos de un raton VDR, en el cual el 1,25D estimuld los canales de
calcio y la proteina quinasa C (PKC) (Wali et al. 2003). Por otra parte, se considera que el
VDR es la Unica proteina capaz de unirse al 1,25D a concentraciones nanomolares
(Haussler et al. 1997; Carlberg y Campbell 2013).

El VDR pertenece a la superfamilia de receptores nucleares con alta homologia
estructural y de unién al ligando a lo largo de varias especies. Este receptor tiene la misma
estructura modular que los demas miembros de la superfamilia de receptores nucleares,
incluyen un dominio conservado de unién al ADN, una regién flexible en bisagra, un bolsillo
de union al ligando conservado y un dominio de activacion transcripcional dependiente del
ligando, AF2 (Campbell et al. 2010).

Mizwicki observd mediante un modelado molecular del VDR la presencia de dos
bolsillos de unién al ligando (ya sea la hormona natural o sus analogos sintéticos), una
forma 6-s-trans especifica para las acciones gendmicas y una forma 6-s-cis, el otro para las

acciones rapidas, no clasicas (Mizwicki et al. 2004, 2010) (llustracion 5).

13
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llustracion 5: A. Libertad rotacional del 1,25D de la union simple carbono-carbono 6-7 con
el anillo que permiten conformaciones que van desde la conformacion 6-s-trans abierta y
extendida, que el VDR usa para las respuestas gendmicas, a una forma mas parecida al
esteroide 6-s-cis que se cree que el VDR utiliza para las acciones rapidas, no genémicas. B.
Modelo esquematico del receptor que describe como el VDR podria acomodar ligandos de

diferentes formas para iniciar respuestas rapidas o gendmicas (Norman 2006).

Acciones del 1,250

El rol mas conocido del 1,25D es en la homeostasis del calcio y fosfato para el
mantenimiento del hueso (Ceglia y Harris 2013), sin embargo también tiene acciones tanto
gendmicas como no genomicas en otros tejidos como en el musculo esquelético
(ampliamente estudiado en nuestro laboratorio), en el sistema inmune, en diferentes tipos

de cancer, en el desarrollo embrionario, etc. La caracteristica pleiotropica de las acciones

14
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del 1,25D, podria deberse a que virtualmente todos los tejidos expresarian el VDR (Rosen

et al. 2012).

Homeostasis del cdidio y fosfato

La accion de la vitamina D mejor caracterizada se observa en un tipo de células
Oseas, los osteoblastos, y es la estimulacién de la osteoclastogénesis y la resorcion 6sea
(Suda et al. 1995), mediante el mantenimiento de la homeostasis del calcio y fésforo
plasmatico.

El hueso membranoso se desarrolla a partir de una célula osteoprogenitora que se
diferencia a osteoblasto, el cual deposita luego cristales de fosfato de calcio en la matriz
para producir tejido 6seo (Bronner, Farach-Carson y Farach-Carson 2003). En los
osteoblastos, el 1,25D activa al VDR y aumenta la expresion del ligando del receptor
activador de factor nuclear kappa (receptor activator nuclear kappa ligand - RANKL).
RANKL se une al receptor activador nuclear kappa (receptor activator nuclear kappa -
RANK) expresado en la superficie de las células progenitoras de osteoclastos y estimula la
osteoclastogénesis y la resorcion 6sea (Turner, Anderson y Morris 2012). Toda esta via
depende del VDR (Takeda et al. 1999). La formacion de hueso endocondral se inicia por la
diferenciaciéon de células madres mesenquimales en condroblastos que producen una
matriz de colageno del tipo Il rica en proteoglicanos. Estas células contindan
diferenciandose en condrocitos hipertréficos que dejan de sintetizar colageno del tipo Il y
comienzan a producir coladgeno del tipo X. Por otra parte, inician la degradacion y
calcificacion de la matriz mediante la secrecion de vesiculas llenas de enzimas degradativas
como metaloproteinasas, fosfolipasas y la fosfatasa alcalina. Los condrocitos hipertréficos
también comienzan a producir los marcadores de osteoblastos como la osteocalcina,
osteopontina y el colageno del tipo | resultando en la deposicién inicial del osteoide. La
diferenciacién terminal de los condrocitos hipertroficos y la posterior calcificacion de la
matriz estan notablemente afectadas en casos de deficiencia de vitamina D, ya que ésta

conduce al abocardado de los extremos de los huesos largos y formacién de un rosario

15



Introduccion — La \litamina D

costal a lo largo de las uniones costocondrales de las costillas, caracteristicas clasicas de
raquitismo (Bikle 2012). Aunque la suplementacién con cantidades adecuadas de calcio y
fosfato podrian corregir la mayoria de estos defectos en la diferenciacion terminal y
calcificacion, los metabolitos de la vitamina D, el 1,25D y el 24,25D, han demostrado ejercer
distintos roles en el proceso de la formacion de hueso endocondral (Bikle 2012).

La deficiencia nutricional de la vitamina D, la responsividad alterada a la vitamina
D; dada por mutaciones en el VDR y la inadecuada producciéon de 1,25D como
consecuencia de mutaciones en CYP27BL1 tienen como fenotipo principal al raquitismo. Esto
indica que la vitamina D y en particular el 1,25D son de vital importancia para el hueso.
Ademaés, tanto el VDR como el CYP27B1 se expresan en las células éseas (Boivin et al.
1987; Anderson et al. 2005; Masuyama et al. 2006; van Driel et al. 2006; Naja et al. 2009;
Kogawa, Masakazu et al. 2010; Kogawa, M et al. 2010).

Un factor de complicacion extra en la determinacién del rol de los metabolitos de la
vitamina D en el hueso es la multitud de efectos que éstos tienen en los mecanismos
homeostéticos del calcio, los cuales impactan en el hueso. La falta de vitamina D resulta en
hipocalcemia e hipofosfatemia, suficiente para causar raquitismo. Ademas los metabolitos
de la vitamina D pueden alterar la responsividad del hueso a la hormona de crecimiento
(Morales et al. 2002), y la expresién y/o secrecion un gran namero de factores como el
factor de crecimiento del tipo insulina 1 (insulin-like growth factor-1; IGF-1) (Chenu et al.
1990), su receptor (Kurose et al. 1990) y proteinas de union (Scharla et al. 1991; Moriwake
et al. 1992); factor de crecimiento transformante - (Transforming Growth Factor-8; TGF-f3)
(Sato, Ono y Tuan 1993), factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial
Growth Factor; VEGF) (Wang et al. 1996), interleucina-1 (IL-1) (Lacey, Grosso, et al. 1993),
IL-4 (Lacey, Erdmann, et al. 1993) y receptores endoteliales (Nambi et al. 1995), todos los
cuales pueden tener efectos en la modulaciéon de las acciones de los metabolitos de la

vitamina D en el hueso.
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El 1,25D no solo regula la homeostasis del calcio a través de la resorcion y
movilizacién desde el esqueleto, sino que ademas regula su absorcion desde el intestino y
su excrecion via los rifiones (Hansen et al. 2001). Hay evidencia sustancial que demuestra
gue uno de los mecanismos por el cual el 1,25D ejerce su accién en el intestino y los
rifiones es interfiriendo con proteinas especificas de union al calcio con alta afinidad, las
calbindinas, que facilitan y regulan el transporte de calcio transcelular (Saito y Harada 2014;

Pulskens et al. 2015; Wongdee y Charoenphandhu 2015).

Acciones ddsicas GENOMICAS

El VDR es considerado un factor de trascripcion que se une al ADN y es
especificamente activado por concentraciones nanomolares de pequefias moléculas
lipofilicas de tamafio y peso similar al del colesterol (Molnar, Perakyla y Carlberg 2006).

Como se observa en otros factores de transcripcion, el dominio de unién al ADN
(DNA Binding Domain - DBD) del VDR puede unirse con seis nucledtidos en el surco mayor
del ADN gendmico, por lo que los VDRE son, por tanto, secuencias hexaméricas que tienen
como secuencia consenso RGKTSA (R = A/G; K = G/T; S = C/G), conocidas como
elemento de respuesta (Response Element; RE) (Carlberg y Campbell 2013). Sin embargo,
la afinidad de unién del VDR monomérico al ADN no es suficiente para la formacién de un
complejo estable y por lo tanto necesita unirse a otras proteinas previamente a la union al
ADN. La principal proteina a la que se une es el receptor del &cido retinoico (Retinoic-X
Receptor — RXR), aunque no siempre esta presente (Meyer, Goetsch y Pike 2012). Un
arreglo de repeticion directa y asimétrica de dos RE separados por 3 nucleétidos,
proporciona una interfaz eficiente de los DBD del VDR y del RXR, en consonancia con la
“regla 3-4-5” propuesta por Umesono (Umesono et al. 1991). Sin embargo, son necesarias
otras proteinas, denominadas correguladores que permiten la uniéon y la consecuente
formacion del complejo necesario para la transcripcion, el cual incluye a la &cido
ribonucleico (ARN) polimerasa Il. Los correguladores pueden ser definidos como

coactivadores (coAs) o correpresores (coRs), dependiendo de su efecto en la transcripcion
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de los genes. Los coAs estabilizan la maquinaria transcripcional en un proceso denominado
transactivacion, caracterizados por tener actividad histona acetil transferasa (HAT) o alguna
otra funcién enzimatica que altere la estructura de la cromatina o esté involucrada en la
maduracién del ARN mensajero (ARNm). Por otra parte, los coRs reducen la actividad
transcripcional asociada al receptor nuclear por medio de la disrupcion de la unién del
complejo transcripcional con el ADN, por reclusién de las histonas desacetilasas para
inducir una estructura cromatinica méas apretada o el secuestro de algun otro factor
involucrado en el complejo transcripcional (Carlberg y Campbell 2013; Teske, Yu y Arnold
2016)

Unos pocos estudios se realizaron en células de diferentes tejidos humanos,
mediante la técnica de secuenciacion por inmunoprecipitacién de la cromatina (Chromatin
Inmunoprecipitation with sequencing; ChIP-seq), que permite analizar la interaccion de
proteinas con el ADN. Basados en estudios in silico habria entre 10° y 10° sitios con motivos
VDRE (Meyer, Goetsch y Pike 2012), sin embargo mediante la técnica ChlP-seq, en general
se vio que son menos de 1000 son los que generalmente ocupa el VDR en ausencia del
1,25D, y aumentan de 2000 a 8000 sitios luego del tratamiento con la hormona (Pike y
Meyer 2014): en linfoblastoides con 36 horas de tratamiento se vieron 2776 sitios de union,
con cambios significativos en la expresion de 229 (Ramagopalan et al. 2010); en células de
tumor colorectal (de la linea celular LS180) encontraron 1674 sitios con motivos VDRE, de
los cuales 638 estaban ubicados en regiones que se transcriben (Meyer, Goetsch y Pike
2012); en células de leucemia monocitica humana (de la linea celular THP-1) 2340 sitios
con secuencia VDRE, de los cuales 1171 son ocupados Unicamente con tratamiento con
1,25D, 520 sitios son ocupados Unicamente sin tratamiento y 649 son ocupados con 0 sin
tratamiento (Heikkinen et al. 2011). A pesar de las diferencias entre estos trabajos, el 20%
de los sitios encontrados son comunes en los tres estudios. Pese a estos estudios, se ha
comprobado que aun en ausencia de las secuencias consenso y la regla 3-4-5 de

Umesono, el VDR también es capaz de unirse al ADN de una forma mas laxa y flexible,

18



Introduccion — La \litamina D

probablemente mediante la union a otros factores de transcripcion y asi promover la
transcripcién de genes que no contienen la secuencia hexamérica (Carlberg y Campbell
2013). De esta forma, el 1,25D puede regular el transcriptoma tanto de ARNm como de
micro ARNs (miRs) (Wang et al. 2011; Giangreco et al. 2013; Wang y Tenniswood 2014;

Craig et al. 2014; Kariuki et al. 2016)

Acciones NO GENOMICAS - Efectos rdpidos

El 1,25D ejerce acciones no genémicas, muy rapidas, que suceden en cuestion de
segundos y hasta unos pocos minutos u horas. Incluyen la activacion de moléculas de
sefializacion, como la fosfolipasa C (Phospholipase C - PLC), la fosfolipasa A2
(Phospholipase A2 - PLA2), la quinasa del fosfatidilinositol-3 (Phosphatidilinositol-3-kinase -
PI3K), p217®, la generacién de segundos mensajeros rapidos como Ca®', adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), acidos grasos y fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato, acompafados
por la activaciéon de proteinas quinasas, tales como la proteina quinasa Ay C (PKA y PKC),
proteina tirosina quinasa citosélica no receptora (Src), proteinas quinasas activadas por
mitégeno (Mitogen Activated Protein Kinase - MAPK) y la proteina quinasa dependiente de
Ca**-calmodulina Il (Ca*/calmodulin-dependent protein kinase Il — CaMKIl). Las acciones
no genémicas también incluyen la apertura de los canales de Ca*" y CI..

Aunque es muy aceptado que el 1,25D dispara acciones rapidas al llegar a la
célula, es muy controversial, aun, la identidad del receptor a través del cual ejerce estas
acciones. Boyan junto a sus colaboradores, afirman que existe un receptor de la vitamina D
especifico para la sefalizacion rapida, que es distinto al receptor clasico nuclear (Boyan
et al. 2003). Este receptor ha recibido diferentes nombres: proteina similar a la tiorredoxina
o proteina para la respuesta de glucosa, 58 kDa (Glucose Respond Protein 58 - GRP58), la
proteina del reticulo endoplasmatico 57 / 60 kDa (Endoplasmatic Reticulum protein 57 / 60 -
ERp57 o0 ERp60) y la Pdia3 (Hii y Ferrante 2016). En contraposicion, estd demostrado que,
como se mencion6 anteriormente, el mismo receptor clasico VDR es capaz de disparar

tanto acciones gendémicas como rapidas, y esto depende de la rotacion de la molécula
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1,25D y del bolsillo que éste ocupe en el VDR (Molnar, Perakyla y Carlberg 2006; Carlberg y
Campbell 2013; Norman 2006). Segun los autores, esta evidencia no implica que no exista
un receptor diferente capaz de unir al 1,25D e iniciar las acciones rapidas atribuidas. Sin
embargo, tanto los autores que afirman que el Pdia3 es el responsable de las acciones
rapidas asociadas al 1,25D, como aquellos que aseguran que es el VDR clésico el que une
al 1,25D para iniciar estas acciones, ubican al receptor en las caveolas, con la necesaria
participacion de la proteina caveolina 1 (cav-1) (Buitrago y Boland 2010; Doroudi et al. 2014;
Doroudi, Schwartz y Boyan 2015; Dirks-Naylor y Lennon-Edwards 2011).

Entonces, el modo de accién del 1,25D para disparar las acciones rapidas seria de
dos maneras. La primera involucraria la union del 1,25D al Pdia3 que se encuentra en las
caveolas, en la cara externa de estas invaginaciones de la membrana plasméatica y
asociado a cav-1, provocando la unién a la proteina activadora de la PLA2 (PLA2 activator
protein — PLAA) a CaMKII, que activa a PLC también ubicado en la membrana y que a su
vez activaria dos vias: la del fosfatidilinositol-3 (Phosphatidilinositol-3 - PI3) que provoca
finalmente una liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmatico y la via de la PKC que puede
activar a la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (Extracellular Signal-regulated
Kinase 1/2 - ERK 1/2), que finalmente provoca la formacion de hueso y la mineralizacion o a
la PKC puede fosforilar otras proteinas que culminarian con una induccion a la sintesis de
ADN como con una inhibicién de la apoptosis (llustracion 6) (Doroudi, Schwartz y Boyan
2015).

La otra via por la cual el 1,25D iniciaria las acciones rapidas involucra que el
1,25D ingrese a la célula y que se una al VDR clasico, que se encuentra en inmediaciones
de la membrana plasmatica unido a cav-1y a Src, luego, esta ultima se activaria induciendo

la activacion de la via de las MAPKs (Buitrago y Boland 2010)
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llustracion 6. Sintesis de la sefalizacion rapida disparada por el 1,25D, (A) a través del
receptor Pdia3 (Doroudi, Schwartz y Boyan 2015) o (B) a través del VDR clasico (Buitrago y

Boland 2010).
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El Masculo Esquelético

La movilidad se define como la capacidad de moverse de forma espontanea e
independiente. En los mamiferos, entre los cuales se encuentra el ser humano, los
movimientos son controlados por el sistema esquelético asociado al sistema muscular. Y
este Ultimo, consiste en los musculos esqueléticos o estriados, que pueden ser contraidos
voluntariamente (Altan et al. 2016). El musculo esquelético comprende el 38,4 % del peso
corporal de los hombres y el 30,6 % del peso corporal total de mujeres (Janssen et al.
2000), y tiene la capacidad de regenerarse como respuesta a pequefios desgarros que se
producen durante el ejercicio o actividad diaria, debido a la presencia de células madre del
musculo llamadas mioblastos satélites, que ante una lesién se activan, proliferan y se
fusionan para formar nuevas fibras musculares y reparar el tejido dafiado (Shadrin,

Khodabukus y Bursac 2016).

Histologia

Los musculos esqueléticos junto con los masculos cardiacos estdn compuestos por
musculo estriado que forman fibras musculares paralelas. El tejido muscular estriado
consiste en los miocitos acomodados en largas y delgadas fibras que presentan un patréon
regular de lineas transversales finas rojas y blancas, lo que le da al mlsculo su apariencia
distintiva y el nombre. Hay dos tipos de fibras musculares (las rapidas y las lentas) que
dependen del tipo de miosina que esté presente. Estos dos tipos de fibras no pueden ser
distinguidas con una tincion de Hematoxilina & Eosina.

El tipo principal de células son los miocitos, que se han fusionado durante el
desarrollo para formar largas células multinucleadas. Estas células son ricas en
mitocondrias y proteinas de actina y miosina acomodadas en una unidad repetida llamada
sarcoOmero. Histolégicamente, este arreglo altamente estructurado de los sarcoOmeros
aparece como bandas oscuras (bandas A) y claras (bandas 1), que son muy claras en las

micrografias (llustracién 7 - A). Ademas de las fibras musculares, se encuentran en los
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espacios intersticiales las células satélites y tejido conectivo y adiposo (llustraciéon 7 - B). El
tejido muscular esta altamente vascularizado con una fina red de capilares que se extiende

entre las fibras.

llustracion 7. Histologia del musculo esquelético. (A) Corte longitudinal®. (B) Corte

transversal®.

OrLgen y desarrollo

El sistema musculoesquelético se origina del mesodermo en los amniotes. En un
embrion de etapa neurular, el mesodermo se subdivide en cuatro regiones: el mesodermo
de la corda, el paraxial, el intermedio y el de la placa lateral. EI mesodermo de la corda da
lugar a la notocorda, que esta implicada en la formacion del tubo neural y en el
establecimiento del eje anterior - posterior. EI mesodermo paraxial, o mesodermo pre-
somitico, flanquea ambos lados del tubo neural como gruesas bandas de células
mesodérmicas. Este forma el mesodermo craneal de la region craneal y las somitas por
segmentacioén en la region del tronco. El mesodermo craneal es la fuente del esqueleto, los
musculos esqueléticos y el tejido conectivo de la cara y el craneo. La formacion de somitas

por segmentacion progresa a lo largo del eje anterior - posterior del embrion.

4 https://www.flickr.com/photos/eye_smile/8017685238

° *https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Striated_muscle#/media/File:Muscular_estriado_transv_400X.JPG
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Las somitas son inicialmente esferas compuestas de una pared celular epitelial y
un nucleo de células mesenquimales. Luego se divide en esclerotoma, formado por células
mesenquimales en la region ventral, y dermomiétoma que retiene las estructuras epiteliales
en la region dorsal. El esclerotoma genera cartilagos vertebrales que se diferencian en
huesos, tendones del tronco y las articulaciones vertebrales. El dermomiétomo genera todos
los musculos esqueléticos del tronco y los miembros. Ademas de la formacién de musculo
esquelético, la parte central del dermomioétomo, denominado tradicionalmente dermatoma,
produce dermis dorsal y la grasa marrén (Endo 2015).

Durante el desarrollo embrionario, las células del mi6tomo, se diferencian a
mioblastos y migran a la zona donde se desarrollarédn los miembros superiores e inferiores,
esbozos de los miembros inferiores y superiores. Una vez que llegan a su sitio, se
denominan los mioblastos. Una parte de estas células se diferencian a miotubos y otra se
mantiene en estado de mioblasto proliferativo, formando las células satélites del adulto que

servirdn de reservorio para reparar injurias producidas en el muisculo maduro (Endo 2015).

Céelulas satélites

Las células satélites son células madres de musculo esquelético que tienen un
importante rol en el crecimiento y regeneracion del musculo postnatal (Mauro 1961). En el
musculo esquelético adulto intacto, las células satélites estan quiescentes, arrestadas en la
fase GO, expresando el factor miogénico 5 (Myogenic Factor 5 - MyF5) y la proteina de
determinacion de mioblasto (Myoblast Determination - MyoD), lo que sugiere que son
células madres comprometidas al linaje muscular (Beauchamp et al. 2000). Una vez que se
activan, dado una injuria o degeneracion del musculo, las células satélites migran hacia el

lugar, proliferan, se diferencian a miotubos y maduran (Endo 2015).

Masa muscular: salud y enfermedad

El masculo se adapta a las demandas que se le imponen, por ejemplo el

entrenamiento de resistencia otorga una mayor actividad contractil o el entrenamiento de
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fuerza genera un aumento de la capacidad de carga (Argilés et al. 2016). Se ha demostrado
un aumento del 10 al 30 % de la seccion transversal de las fibras musculares después de
10 - 12 semanas de entrenamiento de sujetos sedentarios, alcanzando el 80 % en atletas
con largos periodos de entrenamiento. Por otro lado, el desuso del musculo o ciertos
procesos patolégicos pueden llevar a una pérdida de masa severa (Favier, Benoit y
Freyssenet 2008). Cuando una persona tiene una enfermedad critica se produce pérdida de
masa muscular que no es debida Unicamente al confinamiento de la persona a estar en una
cama, y esta pérdida es mayor cuando la persona enferma sufre una falla multiorganica, por
lo que es indispensable una intervencién para evitar esta pérdida o prevenirla (Puthucheary
et al. 2013).

La masa muscular provee al individuo la fuerza, movilidad y balance (Wolfe 2006),
ademas, tiene un papel importante en el metabolismo proteico corporal e impacta en la vida
de los pacientes con enfermedades cronicas (McCarthy y Esser 2010). La palabra
sarcopenia se refiere a la pérdida de masa muscular relacionada a la edad, que tienen
como complicacion extra (ademés de la pérdida de fuerza, movilidad y balance asociada a
la masa muscular) la pérdida del importante reservorio de aminoacidos y moléculas
efectoras (como mioquinas y citoquinas) que participan en la lucha contra las enfermedades
e infecciones (Argilés etal. 2016). La relacién entre la sarcopenia y el desequilibrio
energético que se produce fue llamada “sindrome de fragilidad” por Walston y Fried,
quienes también describieron que esta fragilidad es diferente en los dos sexos, teniendo el
doble de impacto en las mujeres mayores que en hombres de la misma edad (Walston y
Fried 1999). Este sindrome deja a la persona débil y con predisposicion a caidas y fracturas
lo que aumenta la morbilidad y mortalidad (Walston y Fried 1999; Cerri et al. 2015),
disminuye la calidad de vida y aumenta los gastos médicos y hospitalarios. Por lo tanto es
importante conocer los mecanismos que influyen en dicho sindrome y desarrollar terapias o

tratamientos para revertirlo o evitarlo.
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Rabdomiosarcoma

El rabdomiosarcoma (RMS) es considerado un cancer relativamente raro, pero
entre los nifios y jovenes adultos, es el sarcoma de tejido blando mas comun. Su origen
podria estar en los mioblastos, en células satélites 0 en los miocitos desdiferenciados
(Saab, Spunt y Skapek 2011), pero siempre en células del linaje de musculo esquelético,

dado su fenotipo.

Origen y clasificacion

El RMS como sarcoma con caracteristicas de musculo esquelético fue observado
por primera vez en 1854 (Weber y Virchow 1854) y casi un siglo mas tarde se realizd una
descripcion més detallada basada en varios tumores (Stout 1946). Hoy en dia, la
clasificacion de los RMS implica el origen y caracteristicas histolégicas de los tumores
(Parham y Barr 2013). Sin embargo, todos los tumores tienen como caracteristica comun la
expresion de MyF5 y MyoD lo cual indica que se trata de células que estaban
comprometidas en el linaje muscular (Saab, Spunt y Skapek 2011).

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), clasifica a los RMS en 4
subtipos segun la histologia: esclerosante, embrionario, alveolar y pleomérfico (Rudzinski

et al. 2015).

1~ RMS de célula fusiforme o esclerosante
Este subtipo de RMS tiene el mejor pronéstico (Rudzinski et al. 2015), se considera
una variante de RMS embrionario pero que presenta células fusiformes. Las caracteristicas
distintivas de esta variante es su composicion casi exclusiva de células en forma de huso,
los nucléolos en forma de cigarro y los nucleos prominentes. Incluye dos subconjuntos de
tumores: pobre o rico en coldgeno. En la forma pobre en colageno, las células se disponen
en haces o fasciculos, separadas entre si por poco o ningun estroma. En la forma rica en

colageno, hay menos células y abundantes fibras de colageno fino que las separan unas de
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otras (Newton et al. 1995). Este tipo de RMS embrionario puede ser facilmente identificado

y se encuentra frecuentemente en sitios paratesticulares (Leuschner et al. 1993).

2- RMS embriondrio.

Es un RMS de riesgo intermedio (Rudzinski et al. 2015). Se trata de un sarcoma de
tejido blando primitivo maligno que recapitula las caracteristicas fenotipicas y biolégicas del
musculo esquelético embrionario. El término rabdomiosarcoma embrionario abarca las
células fusiformes, botrioides y variantes anaplasicas. Aunque los rabdomiosarcomas
embrionarios contienen células que son histolégicamente idénticas al masculo estriado en
desarrollo, menos del 9% aparecen dentro de la musculatura esquelética de las
extremidades. La mayor proporcion ocurre en la cabeza y el cuello (aproximadamente el 47
%), seguida por el sistema genitourinario (aproximadamente 28 %), que incluyen la vejiga

urinaria, la préstata y los tejidos blandos paratesticulares (Fletcher et al. 2002).

3- RMS Alveolar

El rabdomiosarcoma alveolar es una neoplasia primaria, maligna, de células
redondas que se asemeja citoldgicamente al linfoma y que muestra una diferenciacion
parcial del musculo esquelético. Es el subtipo de RMS con peor prognosis (Rudzinski et al.
2015), que suele surgir en las extremidades (aproximadamente 39 %), aunque hay un
reporte que indica que no existe ningun sitio de origen favorecido (Fletcher et al. 2002).
Otros sitios donde puede originarse son las regiones paraespinal y perineal, y los senos
paranasales. También, pueden aparecer tumores mixtos embrionarios y alveolares en areas
favorecidas por rabdomiosarcomas embrionarios, como el tracto urogenital y la érbita, pero

generalmente estos son sitios de origen inusuales (Fletcher et al. 2002).

4. RMS Pleomorfico

El RMS pleomérfico es un sarcoma de alto grado que se presenta casi

exclusivamente en adultos y consiste en células poligonales, redondas y fusiformes que
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muestran evidencia de diferenciacion de los musculos esqueléticos, en el que no se debe
identificar ningln componente embrionario o alveolar. Estos tumores usualmente ocurren en
los tejidos blandos profundos de las extremidades inferiores pero han sido reportados en

una amplia variedad de otros lugares (Fletcher et al. 2002).

Epidemiologia: incidencia, prognosis y mortalidad.

Segun las sociedades de cancer americana, canadiense y britanica, los
rabdomiosarcomas son los sarcomas de tejido blando mas comunes, considerando que
representan el 3 % de los todos los tumores en la nifiez y adolescencia °® "~ 2,

El RMS es el tumor de tejido blando mas comudn en los nifios de 0 a 14 afios. Sin
embargo son considerados raros, ya que representan solo entre el 3 y 4 % de todos los
canceres pediatricos. Se diagnostican alrededor de 350 casos nuevos en Estados Unidos
todos los afios y la incidencia anual en los nifios, adolescentes y adultos jovenes es de 4,6
casos por millon, nimero que se ha mantenido en los por los ultimos 30 afios (Ries et al.
2008). Se sabe que hay sindromes hereditarios que aumentan el riesgo de padecer RMS,
especificamente el sindrome de Li-Fraumeni, el blastoma pleuropulmonar, la
neurofibromatosis del tipo 1, el sindrome de Costello, de Beckwith-Wiedemann y de
Noonan. Por otra parte, los nifios que nacen con mayor peso o altura que la esperada,
también presentan un riesgo aumentado de RMS embrionario. Sin embargo, la causa del
RMS en la mayoria de los casos es desconocida’.

Dos tercios de los casos son diagnosticados en nifios menores de 6 afos, y hay

una pequefa predominancia de los varones. La incidencia en los pacientes afroamericanos

6http://vwvw.cancerresearchuk.org/health-professionaI/cancer-sta‘[istics/(:hiIdrens-cancers/incidence#heading-

Seven (2016/12/20)

7http://WWW.camcer.org/cancer/rhabdomyosarcoma/detaiIedguide/rhabdomyosarcoma-key-statistics

(2016/12/20)

8http://WWW.(:amcer.ca/en/cancer-information/(:ancer-
type/rhabdomyosarcoma/rhabdomyosarcoma/?region=on (2016/12/20)

9 https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032842/ (2016/12/28)
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es mas alta que en caucasicos (Tabla 1). La incidencia en los pacientes asiaticos es

aparentemente menor que en los caucéasicos (Howlader et al. 2016).

Tabla 1. Incidencia por edad, sexo y etnia.

Edad 0-14 15-39 40 +
Todas las . ) )
etnias 06:04 | 0,2:0,1 | 0,2:0,2
Caucasicos 06:05 |02:01 1| 0,2:0,1
Afroamericanos | 0,7:0,3 | 0,2:0,2 | 0,2:0,3

Las tasas son cada 100.000 personas. La relacion es varones : mujeres (Howlader et al. 2016).

Los RMS embrionarios constituyen el subtipo mas comun, y ocurre en 3 nifios por
millbn menores de 15 afios; sélo el 17 % de los RMS embrionarios se presentan en
adolescentes. El 46 % de estos ocurre en nifilos menores de 5 afios de edad; el 5 % de
estos RMS afecta a los lactantes. EI RMS embrionario también constituye una variante
histolégica importante en los adultos, aunque estos casos son raros. En los Estados Unidos,
los RMS embrionarios muestran un ligero predominio masculino : femenino (Tabla 1). EI 70
% de los RMS reportado en Estados Unidos se producen en blancos no hispanos, en
comparacion con el 14 % en los afroamericanos, el 10 % en los hispanos y el 4,5 % en los
asiaticos (Fletcher et al. 2002), y las tasas de incidencia son mas altas en los blancos. Las
cifras de incidencia en Europa se parecen a las de los Estados Unidos, con una leve
prevalencia en los varones, mientras que las tasas de incidencia aparecen algo mas bajas
en Asia oriental y meridional (Fletcher et al. 2002). El pronéstico se determina por estadio
(evaluacion clinica o quirdrgico-patologica), edad y lugar de origen. Los pacientes mas
jovenes tienden a tener un prondstico mas favorable. Los RMS embrionarios con anaplasia
difusa pueden tener un peor prondstico que los otros subconjuntos de RMS embrionario.
Los tumores para-meningeos y de extremidades tienden a tener un mal prondstico en
comparacion con otros lugares, mientras que los tumores orbitarios y paratesticulares

tienden a tener uno mejor (Fletcher et al. 2002). En general este subtipo de RMS tiene una
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tasa de supervivencia a 5 afios del 60 % en nifios y adolescentes (menores de 19 afios) y
del 34 % en adultos (mayores de 19 afos) (Sultan et al. 2009).

Los RMS alveolares ocurren en todas las edades y con mayor frecuencia en
adolescentes y adultos jévenes; casos muy raros pueden ser congénitos (Fletcher et al.
2002). Ocurren con menor frecuencia que los RMS embrionarios (Sultan et al. 2009), la
relacién varén : mujer es aproximadamente igual y no se menciona ninguna predileccion
geografica o racial. Los RMS alveolares son neoplasmas mas agresivos que los RMS
embrionarios. El pronéstico depende del estadio (si son tumores embrionarios/alveolares
mixtos, suelen comportarse levemente mejor que el subtipo alveolar), del sitio y la edad. Los
datos indican que las fusiones genéticas predicen el resultado, y que los tumores positivos
para la proteina de caja pareada (Paired box protein - PAX) 7 / Forkhead box protein O
(FOXO) 1 se comportan de manera mas benigna que los PAX3 / FOXOL1 positivos (Kelly
etal. 1997). La tasas de supervivencia a 5 afios son del 45 % en nifios y adolescentes
(menores de 19 afios) y del 28 % en adultos (mayores de 19 afios) (Sultan et al. 2009)

El RMS pleomorfico ocurre casi exclusivamente en adultos, son mas comunes en
los hombres y se presentan como media en la sexta década (Fletcher et al. 2002). Casos
excepcionales se pueden ver en los nifios, pero su existencia ha sido puesta en duda. El
prondstico para estos tumores es pobre y los factores prondésticos confiables todavia no se
han desarrollado. En dos estudios con seguimiento, el 74 % de los pacientes murieron de la
enfermedad (Furlong, Mentzel y Fanburg-Smith 2001; Gaffney, Dervan y Fletcher 1993), y
segun Sultan y colaboradores, la tasa de supervivencia a 5 afios es del 25 % en adultos
(mayores de 19 afos) y del 48 % en nifios y adolescentes (menores a 19 afios) (Sultan
et al. 2009) aunque no hay protocolos especialmente disefiados para el tratamiento de esta
enfermedad en adulto, sino que se adapta el protocolo de tratamiento utilizado en nifios

(Kollar et al. 2016).
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Tratamientos en la actualidad

Segun la Sociedad Americana de Cancer'®, el tratamiento del RMS comienza una
vez diagnosticado y evaluado el estado en el que se encuentra el tumor. Hay que tener en
cuenta que dado las grandes diferencias que hay entre los diferentes tipos de RMS y los
pronosticos de cada uno, es esencial que todos estos datos sean conocidos para disefiar el
tratamiento, el cual normalmente lo disefla un grupo de médicos especializados en
diferentes areas: un cirujano ortopédico (que se especializa en musculos y huesos) con
experiencia en el tratamiento de RMS, un médico oncdélogo pediatrico, un oncoélogo de
radiacion, un patélogo, un fisiatra (que dirige la rehabilitacion y la terapia fisica después del
tratamiento) y un psicologo. Los tipos de tratamiento que se pueden usar para RMS
incluyen cirugia (para biopsia o remocion del tumor), quimioterapia, radioterapia y hasta
incluso alguna veces se realiza quimioterapia a altas dosis y trasplante de células madre.

Incluso cuando se declara la remision, los pacientes experimentan morbilidad a
largo plazo debido a una terapia multimodal intensiva, en particular los pacientes pediatricos
gue presentan un riesgo durante toda la vida de neoplasias secundarias asociadas al
tratamiento. Los tratamientos para el RMS no han mejorado en las dltimas tres décadas, lo
gue subraya la necesidad de dilucidar los mecanismos moleculares de la enfermedad

(Kashi, Hatley y Galindo 2015).

10 http://lwww.cancer.org/cancer/rhabdomyosarcoma/detailedguide/rhabdomyosarcoma-treating-general-info
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El ciclo celular

Las células de todos los organismos sufren division para proliferar. En los seres
humanos, la division celular se repite ciclicamente a partir de un évulo fecundado para crear
un cuerpo adulto formado por aproximadamente sesenta billones de células. La division
celular contindia a partir de entonces para reemplazar células viejas o perdidas y permitir la
renovacién y la regeneracién. Las células pasan por una serie de etapas ordenadas que en
su conjunto se denominan ciclo celular. Durante cada etapa, la célula cumple sus funciones
y se prepara para la siguiente etapa, ya sea duplicando sus organelas, material genético o

dividiéndose.

Fases

El ciclo celular tiene dos fases principales: la fase S, donde los cromosomas se
replican y la mitosis, donde se dividen en dos, y en eucariotas superiores, que presentan un
ciclo celular mas complejo, estas fases a su vez estan separadas por dos fases gap G1y
G2 (llustracién 8) (Murray y Kirschner 1989; Morgan 1995). Cada una esta caracterizada por
eventos especificos y controles que permiten que solo la célula que esté sana y preparada
pueda proseguir a la siguiente etapa del ciclo celular.

La fase G1 es un periodo en el que diversas sefiales metabdlicas, de estrés y
ambientales se integran e interpretan para influir en la division celular y el programa de
desarrollo de una célula. Por otra parte, hay que tener en cuenta que en organismos
multicelulares, el comportamiento de una célula debe obedecer a las sefiales enviadas por
las células circundantes. Sobre la base de estas sefales, la célula decide si ingresa a la
fase S o se retira del ciclo, entrando en una fase de quiescencia, diferenciacion o muerte,
procesos que requieren la salida de la célula del ciclo celular (llustracion 8 — A, ver R point)
(Massagué 2004). Durante la fase G1, las células sintetizan ARNm y proteinas para
preparase para la duplicacién del material genético, mientras que durante la fase G2,

ademés de la sintesis de ARNm vy proteinas, las células duplican las organelas para que

32



Introduccion — El Ciclo Celular

puedan distribuirse equitativamente entre las dos células hijas [revisado en (Spector 2015)].
Una vez que la célula ha duplicado su material genético y el contenido citoplasmatico, esta

lista para dividirse es decir lista para entrar en Mitosis.

)

period during which

o cells are responsive

to mitogenic GFs
and to TGF-B

\

R point

llustracion 8. Fases del ciclo celular y la determinacién del punto R (Weinberg 2014).

Las cidinds y las (K en la requlacion del cido

Las quinasas dependientes de ciclinas (cyclin dependent kinases - CDKs) son
proteinas serina / treonina quinasas que mantienen un nivel proteico en exceso y constante
a lo largo del ciclo celular normal y requieren la unidbn a una ciclina para volverse
cataliticamente competentes (Morgan 1995). Los diferentes miembros de la familia de las
CDKs, en asociacion con diferentes ciclinas, se convierten en interruptores claves a través
del ciclo celular. La formacion de los complejos CDK - ciclina es regulada por eventos de
fosforilacion / desfosforilacion e interaccion con los inhibidores de quinasas dependientes de
ciclinas, CKls, que controlan estrictamente el tiempo y el alcance de la activacién de cada
CDK (Morgan 1995). Por otro lado, las ciclinas se expresan y luego se degradan de forma
sistematica para dirigir las fases del ciclo celular. Otros actores claves en la regulacién del

ciclo celular son p53y la proteina del retinoblastoma (Rb).
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Los pasos que controlan la entrada y el progreso de la fase G1 varian mucho con
el tipo de célula y el contexto, aunque todas la células para entrar en fase S requieren de la
activacion de las CDKs (Massagué 2004). Existe la hipétesis de que el ADN se altera de
determinada manera durante la fase G1, lo cual permite su replicacion (le genera una
“licencia de replicacion”). Esta licencia se da cuando la caida de la actividad de CDK1 al
final de la fase M permite que los sitios cromosdmicos conocidos como centros de origen de
replicacién (origin replication center - ORC) se carguen con un complejo pre-replicativo
(PRC). Durante la fase G1, se forma el complejo de la CDK2 con las ciclinas del tipo E
(llustraciéon 9), y en esta activacion los PRC reclutan helicasas, primasas y polimerasas de
ADN, provocando el desenrollamiento de la doble hélice y la replicacion del ADN. Los ORC
recién replicados no pueden volver a ensamblar nuevos PRC hasta que la actividad de
CDK1 vuelva a caer al final de la mitosis. El paso a través de la fase S, remueve esta
licencia, haciendo al ADN refractario a la replicacion en la fase G2; y es reestablecida
después de division celular. Al restringir la licencia de replicacién a la fase G1, cada ronda
de replicacion debe tener una division celular, para asegurar que el ADN se replique una
Unica vez por ciclo celular. Toda esta hipoétesis lleva al concepto de “licencia de replicacion”.
Las CDKs inhiben la licencia de replicacion al regular negativamente la formacion de PRC
[revisado en (Takeda y Dutta 2005; Massagué 2004)].

La proteina del retinoblastoma (Rb) es el Unico sustrato de los complejos de ciclina
D - CDK 4/6, pero éste también puede ser fosforilado por el complejo ciclina E - CDK2,
creando una retroalimentacion positiva que ayuda a la entrada en fase S una vez que CDK2
ha sido lo suficientemente activado. Sin embargo, seria una simplificacion excesiva implicar
las funciones de las ciclinas D, CDK 4/6, Rb, E2F y CDK2 en una via estrictamente lineal
(Massagué 2004). Es importante destacar que c-Myc controla el mecanismo de paso de la
fase G1 a S, regulando el complejo ciclina E - CDK2, en paralelo a la via clasica de pRb-
E2F (Santoni-Rugiu et al. 2000). Otro mecanismo que impide la entrada prematura en la

fase S depende de las proteinas inhibidores que se unen al complejo ciclina - CDK y
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desorganiza su centro catalitico. Uno de estos inhibidores, p27¥**, funciona como un freno
integral del ciclo celular; y otros, como pl15™* p16™% p21CPMWAFL v pE7KIPZ gon
mediadores de sefales citostasicas (Massagué 2004).

Después de pasar el punto de restriccion (R), en la fase G1 tardia, las ciclinas del
tipo E asociadas con la CDK 2 permiten la fosforilacion de sustratos apropiados para la
entrada en fase S. La fase S es la fase de sintesis de ADN, de ahi proviene su hombre.
Durante esta fase los cromosomas se duplican y la progresion exitosa a través de esta fase
requiere que la replicaciéon sea regulada adecuadamente para asegurar que todo el genoma
se duplique exactamente una vez, sin errores, de manera oportuna (Takeda y Dutta 2005).

Durante la fase S, los PRC cargados en los ORC comienzan a replicar el ADN.
Para ello, es necesaria la activacion de las CDKs por parte de las ciclinas, en particular de
la CDK 2y la ciclina E'y A (Woo y Poon 2003). Para que aumente la expresion de ciclina E,
es necesario el factor de transcripcion E2F, que durante la fase G1 se encuentra unido a
Rb, inactivo (Nicolay y Dyson 2013). Ante un estimulo mitogénico, aumenta la cantidad de
ciclina del tipo D, que se combinan con las CDK 4/6 para fosforilar a Rb, llevandola a un
estado de hipo-fosforilacién que resulta en la inactivacion de esta dltima (Avni et al. 2003).
Esta fosforilacion provoca la disociacion de E2F y Rb, permitiendo que E2F actie como
factor de transcripcion, activando la transcripcién de la ciclina del tipo E, y de varios
componentes necesarios para la replicaciéon del ADN y de los eventos subsecuentes (Sears
y Nevins 2002; Bertoli, Skotheim y de Bruin 2013).

A medida que las células entran en fase S, las ciclinas del tipo A reemplazan a las
ciclinas del tipo E como compaferos de CDK2 y por lo tanto permiten el progreso de la fase
S (llustracion 9). En la ultima etapa de la fase S, las ciclinas del tipo A cambian de
compariero, dejando a la CDK2 y asocidndose a CDK1. Como la célula prosigue a la fase
G2, la ciclina del tipo A se reemplaza como comparfiero de la CDK1, por las ciclinas del tipo

B (llustracién 9). Finalmente en el comienzo de la fase M, los complejos de CDK1 con las
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ciclinas del tipo B disparan muchos eventos de la profase, metafase, anafase y telofase que

juntos constituyen el complejo programa de la mitosis.

B CDC2

»

L‘_'L‘ﬁ

D CDK4/6
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Ia '\j.
A CDC2 @

R point
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J
\\*9-

CDK2
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llustracion 9. Formacion de complejos ciclina — CDK que caracterizan cada fase del ciclo y

principales checkpoints (Weinberg 2014) .

La regulacion de todo este proceso, depende de los cambios en los niveles de las
ciclinas y de su capacidad de formar complejos con unas u otras CDKs. Es asi, que esta
ampliamente reportado que al comenzar la fase de mitosis, la expresion de la ciclina del tipo
B, aumenta abruptamente [revisado en (Gavet y Pines 2010; Fisher et al. 2012)]. Los
niveles de la ciclina E son bajos durante la mayor parte de la fase G1, y aumentan
abruptamente después de que una célula ha pasado el punto R, y colapsan cuando la
célula entra en la fase S [revisado en (Zetterberg, Larsson y Wiman 1995)], mientras que la
ciclina del tipo A aumenta en consonancia con la entrada de la célula en fase S (llustracion
10) [revisado en (Weinberg 2014)]. La caida abrupta en la expresion de ciclinas a medida
gue la célula avanza de una fase del ciclo celular a la proxima se debe a su rapida

degradacién debida a la marcacion con cadenas de poliubiquitina que lleva a la degradacion
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proteolitica en los proteosomas. La acumulacion gradual de ciclinas seguida de su rapida
degradacién tiene una consecuencia funcional importante para el ciclo celular, porque dicta

que el ciclo celular pueda moverse en una sola direccion.

cyclin B nuclear D1 cyclinE cyclinA

G S/ G2 G

R point

llustracion 10. Cambios en la expresion de la ciclina en las diferentes fases del ciclo celular
(Weinberg 2014).

Rol de los CKis en la requlacion del cidlo celular

Las CDKs son reguladas negativamente por la fosforilacion y por la accién de los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CKIs). En las células de los mamiferos,
hay dos clases de CKils: de la clase INK4 y de la clase Cip / Kip. Estos inhibidores, dado su
participacién en la inhibicién de los complejos CDK - ciclina, tienen importante roles en el

desarrollo, en los puntos de control y en la supresion de tumores (Harper 1997).

INK4b INK4 INK4
5 6 e pl8tte,

Dentro de la clase INK4, se reconocen cuatro miembros: pl , pl , pl
p19™*“? Todos ellos inhiben a las CDK 4/6 (llustracién 11), de ahi proviene su nombre
(INhibidor de CDK 4), y comparten una estructura similar. Sin embargo, la diversidad en el
patron de expresion de los genes INK4 sugirié que esta clase de CKI podria tener funciones
especificas de linaje celular o de tejidos (Canepa et al. 2007). La interaccion entre p16™*?,
ciclina D / CDK y Rb / E2F juntos constituyen una unidad funcional conocida como la via Rb.

Cada uno de los componentes principales de este mecanismo puede desregularse en el

cancer, y evidencia acumulada apunta a la "via Rb" como un candidato casi obligatorio en la
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oncogénesis de posiblemente todos los tipos de tumores humanos (Viallard et al. 2001). La
sobre-expresién de proteinas INK4 arresta las células en fase G1, de una manera
dependiente de Rb. En este escenario, la CDK4 se redistribuye de los complejos de ciclina
D-CDK4 a complejos de INK4-CDK4, y la ciclina de tipo D no unida se degrada rapidamente
por la via de degradacién de proteosoma. Esto evita la formacién de los complejos ciclina E
- CDK2 y posteriormente la formaciéon del complejo ciclina D - CDK2, resultando en una
inhibicion completa de las actividades de ciclina E-CDK2 vy ciclina A-CDK2, fosforilacion de
pRb y salida de la fase G1 [revisado en (Roussel 1999)].

La clase de los CKI Cip / Kip, comprende tres miembros p21P¥Wafl po7Kiel y
p57XP2. Esta clase, a diferencia de la INK4 que inhibe Ginicamente a CDK 4/6, tiene un rango
de accion mas amplio ya que inhibe a los otros complejos (ciclina E - CDK2, ciclina A -
CDK2, ciclina A - CDK1, ciclina B - CDK1) (llustracién 11). El CKI p57""? tiene un papel
importante durante la embriogénesis de algunos tejidos, es por esto que la mayor cantidad
de evidencia se acumula con respecto a los otros dos miembros en la regulacién del ciclo

celular (Pateras et al. 2009).

LI\ JJ p57|(|p2

‘|GINKﬂﬂ _’J 2?K|p1
p‘| SINKﬂB P
18|NK4C

p‘| glNKﬂD ’ p2‘|(:|p'|

L—LJJ%

C]. a® db D

D-CDK4/6 E-CDK2  A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2

llustracion 11. Inhibidores de complejos ciclina — CDK y complejo especifico que inhibe
(Weinberg 2014).
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El miembro méas importante de la clase Cip / Kip es p21°P*Wai

, ya que responde
aumentando su expresion cuando la célula detecta dafio en el ADN, y actla inhibiendo la
formacion de complejos CDK / ciclina posteriores al punto R, cuando la progresién del ciclo

QWalliCirl g ele activar la

celular es independiente de la presencia de mitbgenos. ElI CKI p2
reparacion del ADN al interactuar con el antigeno nuclear de proliferacién celular
(proliferating cell nuclear antigen - PCNA) limitando la acumulacién del dafio en el ADN. Las
células en respuesta al dafio del ADN, provocan inhibicién de la apoptosis, la entrada en el
ciclo celular, la divisibn simétrica y la reparacion parcial del ADN. Cada uno de estos
eventos biolégicos depende de la regulacion positiva del inhibidor del ciclo celular p21
Wail/Ciel - Ademas, la inhibicién de la apoptosis y la divisién simétrica de células madre son la
consecuencia de la regulacién negativa del supresor tumoral p53, como resultado directo de
la regulacion positiva de p21 "*/“P! [revisado en (Insinga, Cicalese y Pelicci 2014; Karimian,
Ahmadi y Yousefi 2016)]. Por otro lado, p21 V¥*/©P! es capaz de desacoplar el complejo E2F
/CDK2, asi como de regular negativamente a E2F y asi reprimir la transcripcién de genes
esenciales para la progresion del ciclo celular [revisado en (Mgller 2000)]. Por su parte, el
CKI p27¥** tiene mayor afinidad por los complejos CDK - ciclina que por las CDKs solas
(Toyoshima y Hunter 1994). Este CKI puede inducir un arresto del ciclo celular en fase G1,

tanto dependiente como independientemente de pRb y también actia como mediador de

sefales extracelulares, tanto mitogénicas como antimitogénicas [revisado en (Mgller 2000)].

Puntos de control
Los puntos de control (o checkpoints) del ciclo celular son mecanismos mediante
los cuales se controlan el orden, la integridad y la precision de los principales eventos del
ciclo celular. Entre estos eventos se incluyen el crecimiento al tamafio apropiado de la
célula, la replicacién y la integridad de los cromosomas, y su segregacion precisa en la
mitosis. Muchos de estos mecanismos son antiguos y altamente conservados desde los

organismos mas simples como las levaduras. Otros han evolucionado en organismos
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superiores, y controlan destinos alternativos de la célula con un impacto significativo sobre

la supresion tumoral (Yasutis y Kozminski 2013).

Diferenciacion del muisculo esquelético

La miogénesis es el proceso que permite la diferenciacion de las células
mesenguimales en mioblastos, que proliferan, se retiran del ciclo celular, se alinean y se
fusionan para formar las fibras que en conjunto formaran el tejido muscular.

Durante el desarrollo, las células positivas para PAX3 son células fundadoras que
forman la base de las fibras iniciales y las células PAX7 positivas contribuyen formando
fibras secundarias y estableciendo un reservorio de células satélite (Magbool y Jagla 2007).
Luego, se expresa el primer factor miogénico MyF5, que lo hace durante el desarrollo
embrional. Este es redundante con MyoD, ya que ratones carentes de MyF5, desarrollan el
tejido muscular normal, compensando la falta de MyF5, con una mayor expresion de MyoD
y viceversa. Sin embargo, los ratones dobles knockout para MyF5 / MyoD, no son capaces
de desarrollar masa muscular (Rot-Nikcevic et al. 2006). Entonces, tanto MyF5 como MyoD
actlian para especificar a los mioblastos para la diferenciacién terminal. Luego, la entrada
de los mioblastos en la via de la diferenciacién esta indicada por el aumento de miogenina.

Cuando aumenta p21Waf1/Cipl

, se produce la salida irreversible del ciclo celular; seguida de la
diferenciacién fenotipica indicada por la induccion de la cadena pesada de la miosina
(Myosin heavy chain - MHC) y finalmente la fusién celular, donde esta involucrado

(Myogenic regulator factor - MRF) 4, que actia promoviendo la expresiébn de genes

especificos de miotubos (Andrés y Walsh 1996; Bentzinger, Wang y Rudnicki 2012).
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llustracion 12. Progreso del linaje celular muscular y expresién de marcadores [modificado
de (Bentzinger, Wang y Rudnicki 2012)]

Las células progenitoras musculares que estan involucradas en la diferenciacion
muscular embrionaria, saltean el estadio quiescente de célula satélite y directamente se
vuelven mioblastos. Algunos progenitores permanecen como células satélites en el masculo
postnatal y forman una poblaciéon de células madres pluripotentes y células comprometidas
al linaje muscular. Los factores PAX 3/7 son reguladores maestros de la especificacion
temprana del linaje, mientras que MyF5 y MyoD compromete a la célula al programa de
diferenciacion. La expresion de genes de diferenciacion terminal, es necesaria para la fusion
de los miocitos y la formacion de miotubos, que son llevadas a cabo tanto por la miogenina

como por MRF4.
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Apoptosis

El programa apoptotico implica cambios celulares que conducen al suicidio celular
y que se realizan de acuerdo a un esquema coordinado con precisién, en respuesta a un
dafio gendmico irreparable y masivo, en respuesta a la anoxia (privacion extrema de
oxigeno), o a desbalances severos en la sefializacion. Durante la apoptosis se forman
ampollas en la membrana plasmética; el nucleo y las mitocondrias se colapsan en
estructuras densas (estados denominados picnosis huclear y mitocondrial, respectivamente)
y luego el ADN se fragmenta. En Ultima instancia, la célula apoptética se descompone en
pequefios fragmentos, llamados cuerpos apoptéticos, que son rapidamente ingeridos por
células vecinas en el tejido o por macrofagos itinerantes, eliminando asi todos los rastros de
lo que habia sido una célula viva, sin que se produzca el proceso de inflamacién. En las
células vivas y metabdlicamente activas las moléculas de fosfatidilserina
(Phosphatidylserine - PS) sélo estan presentes en la cara interior de la bicapa que forma la
membrana plasmatica. Esta asimetria caracteristica se pierde durante la apoptosis
temprana, dando como resultado la visualizacion de PS en la cara exterior de la bicapa
lipidica y su reconocimiento por un receptor de anexina especializado en la superficie de
macrdéfagos, la unién resultante de macrofagos a la célula apoptética desencadena la
fagocitosis.

En un sentido general, la apoptosis se utiliza para mantener un nimero apropiado
de diferentes tipos de células en una amplia variedad de tejidos humanos. La apoptosis que
se utiliza para el mantenimiento rutinario de los tejidos no parece depender de la funcién
p53 vy, en cambio, es activada por otros mecanismos. Por lo tanto, las acciones de p53
parecen estar limitadas a situaciones de emergencia, que ocasionalmente amenazan a las
células y tejidos. En el contexto especifico de la patogénesis del cancer, el organismo utiliza
la apoptosis desencadenada con p53 como medio para eliminar células que tienen el

potencial de convertirse en neoplasicas, incluyendo algunas células que han sostenido
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ciertos tipos de mutaciones desreguladoras del crecimiento y otras que han sufrido dafios
generalizados a sus genomas.

La proteina p53 inicia la apoptosis en parte a través de su capacidad para
promover la expresion de varios genes diana aguas abajo que especifican componentes de
la maquinaria apoptética. Entre ellos estan los genes que codifican un grupo diverso de
proteinas pro-apoptéticas y al mismo tiempo, p53 reprime la expresidbn de genes que

especifican proteinas de supervivencia (llustracion 13).

pro-survival
pro-apoptotic Bcl-2 pro-apoptotic
Bim — Bd-X Bad
Puma Bcl-W
iBid — Mcl-1
Noxa

A1
1 1

pro-apoptotic  Bax Bak

v
apoptosis

llustracion 13. Proteinas de supervivencia y pro-apoptéticas (Weinberg 2014).

Las acciones biolégicas de p53 caen en dos categorias principales. En ciertas
circunstancias, p53 actta de forma citostatica para detener el avance del ciclo celular. En
otras situaciones, p53 activa la maquinaria apoptética latente de una célula, garantizando
asi la muerte celular. La eleccion entre estos modos alternativos de accion parece depender
del tipo de estrés fisioldgico o dafio genético, de la gravedad del estrés o dafio, del tipo de
célulay de la presencia de otras sefiales pro- y anti-apoptoéticas que operan en una célula. A
nivel bioquimico, no queda claro como p53 decide entre imponer la detencion del ciclo

celular y desencadenar la apoptosis.
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La literatura basada sobre la muerte celular, incluso anterior a la descripcién de la
apoptosis, revela cambios que sufre la mitocondria durante la muerte celular. Los cambios
mas frecuentes que sufre la mitocondria son la reduccion del tamafio, la hiper-densificacion
de la matriz, caracteristica conocida como “picnosis mitocondrial” y la desorganizacion de la
red mitocondrial que se existe en una célula saludable (Desagher y Martinou 2000)

Varios trabajos han sugerido que las ciclinas y las CDKs por si mismas pueden
iniciar la apoptosis cuando estan sobre-expresadas. Los resultados colectivos de estos
estudios inicialmente sugirieron que la sobreexpresion de cualquier ciclina o cualquier CDKs
podria resultar de la transicién temprana del ciclo celular en un ciclo celular abortivo y
apoptosis (Dobashi, Takehana y Ooi 2003). Sin embargo, encontramos que no todas las
CDKs y ciclinas puedan causar apoptosis, la regulacion positiva de la actividad quinasa y la
sobreexpresion de CDK4 y de la ciclina D1 son mediadores primarios y criticos de la
apoptosis, mas alla del tipo celular. Ademas la inactivaciéon de Rb deja a las células mas
susceptibles a la apoptosis por la expresion anormal de cualquiera de los reguladores del

ciclo celular (Katayama et al. 2003).
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Hipotesis

» En células de musculo esquelético normales sabemos que el 1,25D ingresa al
interior celular y creemos que, mediante su interaccidon con el VDR, induciria proteinas
claves que regulan el ciclo celular, la proliferacion y la diferenciacion. De este modo, la
hormona desencadena eventos que conducen a la activacion de vias de transduccion de
sefiales (MAPKs, por ejemplo) que posteriormente regularian la expresion de genes
especificos, modulando asi la miogénesis celular y la expresion de su receptor.

» Si bien se desconoce por completo la ruta de sefializacion que emplea la
hormona en células de RMS, suponemos que hallaremos diferencias en comparacion con
las células normales, sobre todo a nivel de la regulacion del ciclo celular. Se hipotetiza que
el 1,25D conduciria a las células de cancer a la diferenciacion simil musculo esquelético y/o

la apoptosis celular.

Objetivos

ObJ'et'Lvos Generales

v' Caracterizar las acciones del 1,25D y su receptor en la activacion de las vias MAPKs en
células de musculo esquelético normales y determinar su rol en la regulaciéon del

ciclo celular.

v’ Caracterizar las acciones que ejerce el 1,25D en células de musculo esquelético
tumorales de RMS y determinar su rol en la regulacién del ciclo celular.

Determinar la expresion del VDR en células de RMS.

ObJ'etLvos especificos:

e Investigar las acciones del 1,25D en células normales de musculo esquelético a nivel

de la activacion de Src, MKK 3/6, p38 MAPK y ERK 1/2.
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¢ Elucidar cambios provocados por la hormona en mioblastos normales a nivel del ciclo

celular y de la expresion de sus proteinas clave.

e Identificar el rol del VDR en la regulacién del ciclo celular por el 1,25D y de la activaciéon

de las vias MAPK en células de masculo esquelético normal y en células RMS.

e Investigar las acciones del 1,25D en células de RMS a nivel de la activacion de Src,

MKK 3/6, p38 MAPK y ERK 1/2

¢ Elucidar cambios provocados por la hormona en células RMS a nivel del ciclo celular y

la expresion de sus proteinas clave.

e Investigar las acciones del 1,25D a nivel de la proliferacion, diferenciacion e induccion a

la apoptosis de las células de RMS.
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Materiales y Métodos

Producto

Marca / Proveedor (Nro. de catdlogo)

DMEM con bajo contenido en
glucosa y sin rojo fenol
DMEM con alto contenido en
glucosa y con rojo fenol
Suero fetal bovino
Sulfato de Estreptomicina -
Penicilina G sddica
Nistatina
Calcitriol 0 1,25D
Puromicina
Amersham ECL Full-Range
Rainbow Molecular Weight marker
Membranas de Immobilon P
(PVDE: polivinil-difluoruro; Millipore
0,45 um)

Albumina de suero bovino (BSA)
Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent
Films Kodak X-OMAT
Yopro
MitoTracker® Red CMXRos
DAPI
SsiRNA Citrl
siRNA Ciclina D3
siRNA Dilution Buffer
siRNA Transfection Reagent
SiRNA Transfection Medium
PI/RNase Staining Buffer kit
FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit |
High Pure RNA Isolation Kit
High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

US Biological, Inc. (Salem, MA, USA) (D9806)

Sigma Aldrich (# D7777)
Natocor (Argentina) (# SFBE)
Laboratorios Richet S.A.

Drogueria Saporiti S.A.C.I.LF.l.A.
Sigma Aldrich (#D1530)
Invitrogen (Invivogen, San Diego, CA) (# ant-pr-5)

General Electric (Oklahoma, USA) (RPN8OOE)

Thermo Scientific (USA) (# 88518)

Sigma Aldrich (#A9647)
General Electric (Oklahoma, USA) (RPN2232)

General Electric (UK) (28906836)
Molecular Probes (OR, USA) (Y3603)
Molecular Probes (OR, USA) (M7512)
Molecular Probes (OR, USA) (D1306)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-37007)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-35137)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-29527)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-29528)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-36868)
BD Biosciences (USA) (#550825)

BD Biosciences (USA) (#556547)
Roche (11828665001)

Applied Biosystems (4368814)
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KAPA SYBR® FAST gPCR Kit
Master Mix (2x) Universal
Anticuerpo anti- VDR
Anticuerpo Anti- GAPDH

Anticuerpo Anti- Ciclina D3

Anticuerpo Anti- Ciclina D1

Anticuerpo Anti- p21

Anticuerpo Anti- p27

Anticuerpo Anti- p15

Anticuerpo Anti- CDK4

Anticuerpo Anti- CDK6
Anticuerpo Anti- Tubulin
Anticuerpo Anti- p-p38
Anticuerpo Anti- p38

Anticuerpo Anti- p-ERK 1/2

Anticuerpo Anti- p-MKK 3/6

Anticuerpo Anti- Myogenin
Anticuerpo Anti- caveolin
Anticuerpo Anti- p-Src
HRP-conjugated anti-rabbit
HRP-conjugated anti-mouse
Goat anti-rabbit conjugado a Alexa
Fluor 488
Goat anti-mouse conjugado a
Alexa Fluor 647

Goat anti-mouse conjugado a Cy3

Kapa Biosystems (KR0389 - v8.12)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-1008)
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-32233)
Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#2936)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#2926)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#2946)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#2552)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#4822P)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#2906)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#3136P)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-73242)
Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#4511P)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-
Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#4370P)

Cell Signaling Technology, Inc. (MA, USA)
(#12280)

Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-12732)
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-101653)
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-16846)
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-2004)
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) (sc-2005)

Molecular Probes (OR, USA) (A-11008)

Molecular Probes (OR, USA) (A-21236)

Molecular Probes (OR, USA) (A-10521)
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Goat anti-rabbit conjugado a Cy5 Molecular Probes (OR, USA) (A-10523)
Inhibidor SB 203580 TOCRIS Bioscience, (Bristol, UK) (#1202)
Inhibidor UO126 TOCRIS Bioscience (Bristol, UK) (#1144)
Inhibidor PP1 TOCRIS Bioscience (Bristol, UK) (# 1397)

Modelos experimentales

Linea celular de muisculo esqueLét'Lco normal: C2CI2

Se trata de una poblacién clonada pura de células miogénicas obtenidas de
musculo esquelético murino adulto, que puede proliferar y diferenciar en cultivo (Yaffe y
Saxel 1977). Los mioblastos C2C12 son chatos, poligonales y mononucleados, con un
nucleo grande redondo central, cuando son mantenidos en medio de crecimiento (ver
llustracion 14). Expresan actina, principalmente en la periferia celular y en los contactos
focales (Burattini etal. 2004). Cuando a estos mioblastos se los coloca en medio de
diferenciacion (MdD), detienen su proliferacién, cambian su forma volviéndose fusiformes,
comienzan a fusionarse a los dos dias, con una tasa maxima de fusién a los cuatro dias, y
finalizan a los ocho dias; todo este proceso se acompafia con la expresion de marcadores
miogénicos especificos para cada etapa MyoD, MyF5, miogenina y MHC aunque no
expresan MRF4, caracteristico de una fibra muscular adulta (Dedieu et al. 2002). Durante
este proceso de fusién, las estructuras involucradas en la contraccion se ensamblan
progresivamente, se comienzan a observar los sitios primordiales de anclaje de actina
(Sanger et al. 2002).

Esta linea es ampliamente utilizada como modelo para los estudios de formacion
de musculo esquelético, desde su obtencion en la década del 70' (Yaffe y Saxel 1977) hasta
la fecha (Qiu etal. 2017; Blondelle etal. 2017). También ha sido un modelo
considerablemente aceptado para los estudios de transdiferenciacion de tejido muscular a

tejido adiposo (Yeow et al. 2001) o tejido 6seo (Rauch et al. 2002; Sondag et al. 2014).
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llustracion 14: Fotos obtenidas por observacion microscépica de contrate de fase, aumento

10x de la linea celular C2C12 en proliferacion y diferenciacion temprana y tardia

En la llustracion 14 puede observarse que las células C2C12, cuando son
mantenidas en estado proliferativo, es decir en medio de crecimiento (MdC) durante 24
horas, mantienen una forma poligonal y son mononucleadas. En cambio, cuando son
mantenidas durante 24 horas en MdD, éste provoca un estimulo a la diferenciacién y puede
observarse cOmo comienzan a alinearse, alargandose pero contindan siendo
mononucleadas. En una etapa final de diferenciacion, a las 72 horas de estimulo con MdD,

las células ya aparecen como miotubos alargados multinucleados.

Lined de células carente de YDR: (Z(12shVDR

Los ARNSs de intereferencia (ARNi) son ARNs cortos sintetizados quimicamente
gue pueden suprimir la expresion de genes heter6logos o enddégenos en los cultivos
celulares. Aunque estos efectos pueden durar unos dias, son transitorios. La integracion
gendémica de vectores que expresan de forma estable los ARNs de horquilla pequefios
(short-hairpin ribonucleic acid - shRNAs) que imitan a los ARNi supera esta restriccion
proporcionando una fuente continua y heredable de ARNi.

Para generar una linea celular C2C12 con la expresién del gen del VDR knockeado
(silenciado) de manera estable, se infectaron las células C2C12 con particulas lentivirales
que contenian el vector pLKO.1 con la informacién para expresar un shRNA dirigido contra

el ARNm del VDR murino. Este plasmido también tiene un gen que codifica para la
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resistencia a la puromicina, por lo tanto la adicién de puromicina al medio de cultivo permite
hacer una seleccién de las células que expresan el shRNA contra el VDR establemente, ya
qgue las células C2C12 wild type mueren a ciertas dosis de este antibiético. Primero se
determind la concentracién 6ptima de puromicina para esta linea celular antes de iniciar los
experimentos (ensayos para establecer una curva de valoracion, titration curve). Para esto,
se sembraron las células C2C12 en placas de Petri de 35 mm de didmetro y se dejaron
crecer en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino a 37 °C bajo atmdsfera humeda de
955 % aire / 55 % CO, durante la noche, hasta que las células alcanzaron
aproximadamente el 80 % de confluencia. La puromicina se diluyé en el medio de cultivo
DMEM a diferentes concentraciones 1 - 4 (con intervalos de 1 pg/ml), y luego fue
adicionada a las células. Se examinaron las células todos los dias utilizando un microscopio
optico y se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco conteniendo la puromicina a una
concentracion deseada todos los dias. La concentracién minima requerida que resulta en
una muerte de todas las células después de 3 dias fue de 2 pg/ml, por lo que se utilizé esta
concentracion para la seleccién y el mantenimiento de esta nueva linea inmortalizada
carente del VDR a la que decidimos llamar: células C2C12shVDR.

Para llevar a cabo la infeccion lentiviral de las células C2C12, se utilizaron células
con un 80 % de confluencia aproximadamente. Se cambié el medio de cultivo por 1,5 ml de
medio fresco conteniendo 4,5 ug de polibrene y 1,5 ml de la soluciéon enriquecida con el
virus, y se las incub6 a 37 °C bajo atmdsfera hiumeda de 95,5 % aire / 5,5 % CO,. Se
renovo el medio por medio fresco después de 24 horas de infeccidn. Para poder seleccionar
las células infectadas, no se adicioné la puromicina hasta 48 horas después de la infeccion
a fin de permitir la expresion en grado suficiente del gen de resistencia a la puromicina. El

silenciamiento exitoso fue monitoreado por andlisis Western blot.

Linea celular de RMS: RD

Esta linea se origind directamente de la biopsia de una nifia caucéasica de 7 afios

gue presentaba RMS pélvico y tuvo un tratamiento con ciclofosfamida y radiacion (McAllister
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etal. 1969). Tiene caracteristicas histologicas de un RMS embrionario, y las células
cultivadas presentan 51 cromosomas hiperploides (Hinson et al. 2013; McAllister et al.
1969). Se ha demostrado que las células RD tienen amplificacion del oncogén MYC
(Missiaglia etal. 2009), mutacion Q61H de NRAS (Schaaf etal. 2010) y mutacién
homocigoética de TP53 (Felix et al. 1992; Miyachi et al. 2009). Las células RD constituyen
una de las lineas celulares mas utilizadas en la investigacién del RMS (Hinson et al. 2013) y

son adquiridas comercialmente.

Métodos

Cultivo celular

Las células de muasculo esquelético murino normal C2C12 obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC numero: CRL-1772™, Manassas, VA),
denominadas C2C12wt fueron cultivadas en el medio de cultivo DMEM con bajo contenido
en glucosa y sin rojo fenol, suplementado con 10 % de SFB inactivado por calor (30
minutos, 56 °C), 1 % de nistatina y 2 % estreptomicina-penicilina (MdCbg). Las células
C2C12 crecen en monocapa a 37 °C bajo atmésfera himeda de 95,5 % aire / 5,5 % CO..
No se permitié que las células excedan el 70 % de confluencia durante los pasajes y fueron
descartadas después de diez pasaje (aproximadamente 30 dias), para minimizar el
agotamiento de los mioblastos en cultivo. Se realizaron todos los experimentos
independientemente, en diferentes pasajes (entre el primer y el décimo pasaje). Las células
fueron sembradas a una densidad adecuada (100.000 células / cm?) en placas de Petri, con
MdCbg y cultivadas a 37 °C en atmdsfera humeda de 95 % aire / 5 % CO,. Bajo estas
condiciones, los mioblastos se dividen dentro de las primeras 48 horas. Las células
subconfluentes se sincronizaron al cambiar el medio por DMEM con bajo porcentaje (1 - 2
%) de SFB (starving). Las células cultivadas por dos dias y sincronizadas de esta manera,

fueron utilizadas para los tratamientos.
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En el caso de la linea C2C12shVDR, se utiliza el mismo procedimiento para cultivo
gue con C2C12wt, solo que en el MdChg se agrega el antibiético de seleccién puromicina (2
pg / ml), con el fin de que sélo puedan sobrevivir y crecer aquellas células que contengan el
plasmido con el shRNA contra el VDR y el gen de resistencia contra este antibiético,
especificamente.

Las células de RMS humano RD obtenidas del Nacleo da Cultura da Células
(Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, Brasil) fueron cultivadas en el medio de cultivo DMEM con
alto contenido de glucosa y con rojo fenol, suplementado con 10 % de SFB inactivado por
calor, 1 % de nistatina y 2 % estreptomicina-penicilina (MdCag). Las células RD crecen en
monocapa a 37 °C bajo atmdésfera humeda de 95,5 % aire / 5,5 % CO,. No se permitié que
las células excedan el 70 % de confluencia durante los pasajes y fueron descartadas
después de diez pasaje (aproximadamente 30 dias), para minimizar el agotamiento de los
cultivos. Se realizaron todos los experimentos independientemente, en diferentes pasajes
(entre el primer y el décimo pasaje). Las células fueron sembradas a una densidad
adecuada (100.000 células/cm?) en placas de Petri, con MdCag y cultivadas a 37 °C en
atmoésfera hiumeda de 95 % aire / 5 % CO,. En estas condiciones, las células se dividen
dentro de las primeras 48 horas. Las células sub-confluentes se sincronizaron mediante
starving, por 24 horas. Las células cultivadas por dos dias y sincronizadas de esta manera,

fueron utilizadas para los tratamientos que se describen en la seccién de Resultados.

Tratamientos de las células con 125D

La hormona esteroide 1,25D es un compuesto fotosensible en polvo que se
vehiculiza en alcohol (etanol o isopropanol) preparandola en un stock de concentracion
aproximada 10 M. De este stock se toma una alicuota para generar una solucién de uso
(aproximadamente 10° M). Se utilizan 150 pl de esta solucién para determinar
espectrofotométricamente el patron de absorcion en el rango de luz UV de la hormona
preparada y establecer por un lado su concentracién precisa y por el otro su factor de

integridad. La concentracion surge de dividir la absorbancia en su pico maximo a una
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longitud de onda de 265 nm por 18300 y el factor de integridad se obtiene de dividir la
absorbancia en su pico maximo a una longitud de onda de 265 nm, con la absorbancia en
su pico minimo en la longitud de onda 228 nm. Si este Factor da un numero superior a 1,68
indica que el anillo beta de este secoesteroide esta intacto y que esta hormona es funcional
y por lo tanto se utiliza para generar las dosis adecuadas en los tratamientos, siempre en
oscuridad. Si bien existe amplia informacion del uso de 1,25D a 1, 10 y 100 nM, se
considera que la menor de las dosis de esta hormona que ejerce efectos es 1 nM. Ademas,
en el laboratorio, previamente ha sido establecido que la hormona 1,25D ejerce la mayoria

de sus efectos en células musculares esqueléticas a 1 nM (Buitrago 2002).

Medicion de la viabilidad de las células

Para el control de la viabilidad y el conteo celular se utilizé la técnica de coloracion
con Azul de tripan. Este método se basa en el principio de exclusién donde las células vivas
(viables) no incorporan el colorante, mientras que las células muertas (no viables) si lo
hacen (Strober 2015). El uso de este colorante permite ademas una adecuada visualizacion
de la morfologia e integridad celular. A 100 ul de la suspensién de mioblastos lista para ser
sembrada, se le agreg6é 100 ul de una solucién 0,4 % (p/v) de azul de Tripan (factor de
dilucién = 5), dejandose reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Con esta
mezcla, se cargaron ambas camaras de un hemocitdmetro de Neubauer y se procedié al
conteo de las células no tefidas (viables) por observacion en microscopio éptico. En base al
factor de dilucion y al volumen de la cdmara de conteo (0,1 mm?), se calcula la cantidad de
células por mililitro de suspension de acuerdo a la siguiente formula:

Nro. Células/ml = (Promedio de células / Cuadrante) x Factor de dilucion (5) x 10*

Diferenciacion de células (2(12wt y (2(12shVDR

Las células fueron sembradas a una densidad adecuada (10° células / cm?) en
placas de Petri, con MdChbg y cultivadas a 37 °C en atmésfera himeda de 95 % aire / 5 %

CO,. Bajo estas condiciones, los mioblastos se dividen dentro de las primeras 48 horas.
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Luego se les reemplaz6 el MdCbg por medio DMEM suplementado con 2 % de suero de
caballo (horse serum - HS) denominado medio de diferenciacién (MdD) por 24 horas. Una

vez transcurrido este tiempo, se realizaron los tratamientos con el 1,25D (1 nM).

Western blot

Obtencidn de lisados celulares y desnaturdiizacion de proteinas

Luego de los tratamientos, a las células se les retira el medio por aspiracion y las
placas de Petri se lavan dos veces con PBS a 4 °C e inmediatamente se sumergen en N,
liquido. Las cajas de Petri congeladas en N liquido se descongelan a 4 °C. El contenido de
cada caja es lisado con 50 - 100 ul de buffer lisis (Tris - HCI pH = 7,4 50 mM, NaCl 150 mM,
Na,vVO, 0,2 mM, EGTA 2 mM, NaF 25 mM, PMSF 1 mM, Na dexycholate 0,25 %, NP-40
1%, leupeptina 20 pg/ml, aprotinina 20 ug/ml) y colectado por aspiracion con micropipetas.
El lisado, se congela y se agita en vortex hasta descongelar nuevamente para favorecer la
ruptura de las membranas celulares. Para descartar el material insoluble (debris) se
centrifuga a 12.000 x g durante 15 minutos, a 4°C. Posteriormente las muestras se mezclan
con buffer muestra (Tris - HCI 125 mM - pH = 6,8 -; SDS 4 %, B-mercaptoetanol 10 %;
glicerol 20 %; azul de bromofenol 20 ug/ml) y se calientan a 100 °C durante 5 minutos a fin

de desnaturalizar todas las proteinas y prepararlas para someterlas a electroforesis.

Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida
Se siembran entre 15 - 30 ug de cada muestra en geles de SDS-poliacrilamida
discontinuos (gel de stacking: 4 %; gel de separacion: 10 - 12 %) de acuerdo al protocolo de
Laemmli (Laemmli 1970) y se separan por electroforesis, efectuandose la corrida a 15 mA
por gel, empleando buffer de corrida (Tris - HCI 25 mM -pH = 8,3-; glicina 195 mM, SDS 0,1
%). La migracion relativa de las proteinas desconocidas se determina con marcadores de
peso molecular coloreados que caracterizan el rango de 10 — 225 kDa (Full-Range Rainbow

Molecular Weight marker - Amersham ECL).
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Electrotransferencia
Luego del SDS-PAGE, las muestras se electrotransfieren desde los geles a
membranas de Immobilon P (polivinil-difluoruro - PVDF; Millipore 0,45 um), previamente
activadas en metanol por 30 — 60 segundos. La transferencia se realiza durante 2 horas a
300 mA (Towbin et al., 1979) empleando el sistema semi-dry (Hoefer MiniVE Blotter,
Amersham Pharmacia Biotech, CA, USA) y manteniendo los geles y membranas embebidas

en buffer de transferencia (Tris-Base 25 mM (pH = 8,3); glicina 195 mM; metanol 20 %).

Bloqueo de sitios inespecificos de las membrands
A fin de bloquear los sitios de union inespecificos, las membranas se incuban con 5
% de leche descremada en buffer TBS-T (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, Tween 20 0,1

% v/v) durante una hora a temperatura ambiente.

Incubacion con los anticuerpos

Las membranas que ahora poseen las proteinas celulares transferidas, resueltas
por sus pesos moleculares, se incuban primero con una dilucion adecuada del anticuerpo
primario dirigido contra la proteina de interés preparado en 2,5 % de albumina de suero
bovino (BSA) en TBS-T durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las membranas se
lavan con TBS-T tres veces (un lavado de 10 minutos y dos lavados de 5 minutos). A
continuacion se incuban con una dilucion adecuada del anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa (anti-globulina de la especie correspondiente al anticuerpo primario
utilizado) en 2 % de leche descremada en TBST-T durante una hora a temperatura
ambiente. Se lavan las membranas nuevamente tres veces con TBS-T, se revelan con un
sustrato quimioluminiscente (ECL - Amersham), se exponen a films Kodak X-OMAT vy
finalmente se cuantifican las bandas por densitometria, usando un densitometro y el
programa de analisis imagen ImageJ. Los datos se vuelcan a planillas de Excel para la

construccion de los graficos correspondientes.
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Stripping

Para remover los anticuerpos de las membranas y poder exponerlas a un
anticuerpo diferente, las membranas se sumergieron durante 30 minutos a 55 °C en 62,5
mM Tris - HCI pH 6,8, 2% SDS y 50 mM B-mercaptoetanol (buffer stripping) y luego se
lavaron 10 minutos con TBS-T. Posteriormente se realizd el bloqueo continuando con el
protocolo explicado anteriormente. Esto suele utilizarse para analizar proteinas cuyos
niveles enddgenos no varien entre las muestras, a fin de hacerlo atil como control de
siembra (denominadas proteinas totales).

Las membranas se re-utilizan volviéndose a incubar con un anticuerpo primario,
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito, contra alguna proteina cuyo peso

molecular sea diferente al anteriormente analizado.

Ensagos de Inmunocitoquimica

Las células se siembran sobre cubreobjetos dentro de las cajas de Petri y se hacen
crecer hasta un 50 - 60 % de confluencia. Luego de los tratamientos, se lavan tres veces
con PBS atemperado a pH = 7,4 y se fijan durante 15 - 20 minutos a temperatura ambiente
con paraformaldehido 0,4 % en PBS recientemente preparado, o con metanol a -20 °C
durante 20 minutos.

Luego se lavan tres veces con PBS durante 5 - 10 minutos y de ser necesario, se
permeabilizan las células con 0,1 % Triton X-100 en PBS (cuando la fijacién se realiza con
metanol, este paso no se incluye). Luego de la permeabilizacién, se realiza un lavado con
PBS y se bloquean los sitios no-especificos de ligado a proteinas con albumina bovina 5 %
en PBS durante una hora a temperatura ambiente. Las células se incuban luego durante
toda la noche a 4 °C, en presencia 0 en ausencia (control negativo) de los anticuerpos
primarios en una dilucion adecuada preparados en 2,5 % de BSA en PBS y en oscuridad. Al
dia siguiente, se realizan tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno y las células se

incuban por 60 minutos con un coéctel de los anticuerpos secundarios conjugados a un
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fluoréforo anti-globulina de la especie correspondiente al anticuerpo primario utilizado (por
ejemplo anti-ratbn conjugado a Cy3 junto con anti-conejo conjugado a Cy5). Una vez
transcurrido el tiempo, se realizan dos lavados con PBS y se incuban 5 - 10 minutos con el
colorante nuclear (Yopro), se realizan 3 lavados mas con PBS de 5 minutos. Finalmente los
preparados se montan sobre portaobjetos usando liquido de montaje a base de glicerina,
para su visualizacion por microscopia, eligiéndose un microscopio de epifluorescencia o uno

confocal segun la necesidad.

Marcacion de las mitocondrias

El Mitotracker es un colorante catiénico, lipofilico, fluorescente y especifico de la
mitocondria. Cuando la sonda ingresa a una célula (en su forma reducida no fluorescente)
gque respira activamente, es oxidada dentro de la mitocondria (forma reducida),
reaccionando con los grupos tioles de las proteinas mitocondriales, de forma especifica e
irreversible. Las células se siembran sobre cubreobjetos dentro de las cajas de Petri y se
hacen crecer hasta un 50 - 60 % de confluencia. Luego de los tratamientos, se incuban con
Mitotracker (1 puM) en 15 ml de DMEM sin suero por 30 minutos a 37 °C en atmodsfera
himeda de 95 % aire / 5 % CO,. Luego se lavan dos veces con PBS a pH = 7,4 y se fijan
durante 15 - 20 minutos a temperatura ambiente con paraformaldehido 0,4 % en PBS
recientemente preparado.

Luego se lavan tres veces con PBS durante 5 - 10 minutos y se permeabilizan las
células con 0,1 % Triton X-100 en PBS. Luego de la permeabilizacién, se realiza un lavado
con PBS y se bloquean los sitios no-especificos de ligado a proteinas con albumina bovina
5 % en PBS durante una hora a temperatura ambiente. Las células se incuban luego
durante 5 - 10 minutos con el colorante nuclear 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), se
realizan tres lavados mas con PBS de 5 minutos. Finalmente los preparados se montan

para su visualizacion por microscopia de epifluorescencia o confocal segun sea el caso.
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Microscopia de fluorescencia confocadl

Se utilizé un microscopio confocal Leica TCS SP2. Para excitar las muestras se
empled un laser ibnico de argdn de 488 nm y un laser de helio-neén de 543 nm. Se utilizo el
distribuidor de haz acustico-Optico (en inglés: AOBS: Acousto-Optical Beam Splitter) para
separar las sefiales de fluorescencia y se utilizé el software Meridian para la obtencién de
imagenes. Es importante destacar que el uso del microscopio confocal nos permite trabajar
en un Unico plano focal y, a través de ensayos inmunocitoquimicos con dos diferentes
anticuerpos, es posible detectar la co-localizacion de dos proteinas de interés. Con el uso
de herramientas de software adosadas a este microscopio, es posible trazar una linea a lo
largo de una zona celular y cuantificar la fluorescencia punto a punto de cada fluor6foro por
separado. Esto se vuelca a un histograma y es un modo de cuantificar la co-localizacion

entre dos proteinas, que sugiere la asociacion fisica entre ellas.

Transfeccion de ARN de interferencia corto

Los ARNs de interferencia pequefios (short interfering ribonucleic acid — siRNA),
son una clase ARN de interferencia que provoca una inhibicién transitoria de la expresion de
una proteina especifica. Para realizar la transfeccion de un siRNA en particular contra el
ARNm de una proteina a fin de suprimir especificamente la expresion de la misma; las
células se siembran en multi-wells de 6 pocillos a razén de 2 x 10° células/pocillo y se
incuban hasta lograr un 60 — 70 % de confluencia (usualmente 24 horas). Luego se
preparan las siguientes soluciones estériles:

-Solucion A: 5 pl de siRNA (equivalente a 0.5 pg siRNA) en 100 pl de medio de

transfeccion para siRNA, para cada pocillo.

-Solucién B: 5 pl de reactivo de transfeccién en 100 pl de medio de transfeccion,

para cada pocillo.

Se mezclan suavemente la solucibn A con la B y se incuban a temperatura

ambiente por 30 minutos. Las células se lavan dos veces con medio de transfeccion y a
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cada pocillo se le agrega 0,8 ml de la mezcla (solucién A + solucion B). Se deja a las células
en el incubador metabolico durante 4 - 6 horas. Finalmente, la mezcla de transfeccion es
removida y se reemplaza por medio DMEM con 1 % de SFB durante 24 horas adicionales,

antes de realizar el tratamiento con la hormona o su vehiculo.

Citometria de ﬂujo por incorporacién de ioduro de propidio (IP)

El IP es el colorante mas usado para el analisis del ciclo celular por citometria de
flujo. El IP se intercala entre las bases de ADN, de manera estequiométrica, y produce una
alta fluorescencia al excitarse a 488 nm y emitir alrededor de los 600 nm, por lo tanto la
cantidad de fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de ADN que
contiene cada célula en particular. Como el IP puede unirse ademas al ARN de doble hebra,
es necesario tratar a las células con ARNasas. Luego de los tratamientos especificos, las
células se tripsinizan y se prepara una suspensiéon celular libre de grumos. Se lavan con
PBS y se fijan en etanol 70% durante 2 horas a -20° C. Las células pueden ser guardadas
en etanol 70 % a -20 °C por varias semanas, previo al tefiido con IP. El kit comercial
PI/RNase Staining Buffer (BD Biosciences, NJ, USA) permite la tincién con IP al mismo
tiempo que trata a las células con ARNasas a fin de degradar los ARNs de doble hebra. Al
momento del analisis, se dejan las muestras a temperatura ambiente, se extrae el alcohol y
se lavan dos veces con PBS. Luego se agrega 500 pl del kit a cada muestra y se transfiere
a tubos FACS para realizar el andlisis por citometria de flujo en el equipo FacsCalibur

(Biosciences).

Retrotranscripcion y PCR cuantitativa en Tiempo Real - qRT—PCR

La retrotranscripcion del ARNm a ADN complementario (ADNc) en conjunto con la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QRT-PCR) es una técnica que permite
amplificar y simultaneamente cuantificar la cantidad de un ADNc obtenido a partir de una
ARNm especifico, de una muestra, a medida que la reaccion avanza, en “tiempo real”. Esta

cuantificacion es relativa ya que se compara entre diferentes muestras la cantidad relativa
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de ARNm de un gen especifico, respecto al ARNm de un gen constitutivo (control

enddgeno).

Extraccion del ARN total.

El ARN total fue aislado luego de los tratamientos empleando el kit comercial High
Pure RNA Isolation de Roche. Para ello, luego de los tratamientos se lisaron las células con
el buffer provisto en el kit y se realizd la retencion del ARN en las columnas también
provistas en el kit. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se realizaron los lavados, a fin
gue el ARN retenido se purifique y finalmente se eluy6 de las columnas utilizando el elution
buffer provisto en el kit para tal fin. La cantidad y calidad de ARN aislado se determiné
espectrofotométricamente. Esta determinacién se basa en la medida de la densidad 6ptica
teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia de 260 nm equivale a 40 pg/ml de ARN.
Se chequed la ausencia de contaminacion proteica, considerando que la relacion entre las

absorbancias de 260 nm / 280 nm debia estar comprendida entre 1,9 - 2,0.

Retrotranscripcion de ARNm a ADNc

A partir del ARN obtenido anteriormente se sintetizd el ADN complementario
(ADNCc) a partir de 1 pug del ARN purificado, utilizando el kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, provisto de random primers y de la enzima MultiScribe™ Reverse
Transcriptase. La retrotranscripcion se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycler®
Personal, empleando un programa de 10 minutos a 25 °C - 120 minutos a 37 °C - 5 minutos
a 85 °C. La concentracién de ADNc, que debe ser equivalente a la cantidad de ARN con el
gue se comenzo, se determiné por espectrofotometria, empleando un programa para la
medicion de la densidad éptica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia equivale

a 33 pug/ml de ADNCc. El contenido de ADNc obtenido correspondiente a cada condicion, se

almaceno a -20 °C hasta su utilizacion.
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Redl Time PCR.

Se evaluaron los cambios en la expresion de los genes de interés por Real Time
PCR, empleando el reactivo SYBR Green |, siguiendo el protocolo del kit comercial KAPA
SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix (2x) Universal. Para la cuantificacion de la expresion de
los genes de interés, se empled el equipo de Real Time PCR de Applied Biosystems modelo
ABI 7500.

En todos los casos, al finalizar los ciclos de PCR se realizaron curvas de
desnaturalizacion (curvas de melting) para confirmar la amplificaciéon del fragmento
adecuado, chequeando la generacion de un Unico amplicon por reaccion. Los primers para
la amplificacion de los genes estudiados fueron gentiimente donados por la Dra. Verénica
Gonzélez Pardo (Gonzalez-Pardo et al. 2012; Suares et al. 2017).

Para determinar la expresion relativa de los genes de interés, los datos fueron
analizados por el método de cuantificacion relativa por comparacion de CT (threshold cycle,
umbral de deteccidn establecido) “ACT” (Giulietti et al. 2001; Livak y Schmittgen 2001). El
nivel de transcripcion del gen en estudio se compar6 con un gen de referencia, el cual tiene
una expresién constante. En este caso se utiliz6 el gen de la enzima gliceraldehido-3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia. EL nivel de trascripcion relativo se
determina a partir de la diferencia entre los valores de CT (ACT). Los valores se expresan

como 2°4¢T

Andlisis de apoptosis por citometria de flujo

Los niveles de apoptosis celular fueron analizados por citometria de flujo utilizando
la doble marcacion con Annexin V (AV) conjugada a FITC y con IP. Al terminar el
tratamiento, se recolect6 el medio y las células que quedaron pegadas a la placa de Petri se
tripsinizaron, y se prepar6 una solucion libre de grumos. Se realizaron dos lavados con PBS
frio. Luego se resuspendieron las células en el Annexin V Binding Buffer provisto en el kit, a

una concentracion de 1 x 10° células / ml. Se transfieren 100 pl de la solucién (1 x 10°
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células) a tubos FACS. Luego se agregan 5 pl de AV conjugada a FITC y 5 pl de IP. Se
mezcla suavemente y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se les
agrega 400 ul del Annexin V Binding Buffer a cada tubo y se analiza por citometria de flujo
dentro de la hora. El software CellQuest Pro del citdbmetro arroja los siguientes gréficos de

dispersién como resultado para cada condicion.

.T“'D C
A. AV/IP" — células vivas.

B. AV'/IP"— células en apoptosis temprana.

C. AV'/IP* — células en apoptosis tardia.

D. AV/IP" — células necréticas.

Andlisis estadisticos

Los resultados se expresan como promedios + desvio estandar (DE) y representan
la media de al menos tres experimentos independientes con resultados comparables. La
comparacion de los resultados de las condiciones controles vs tratadas con la hormona
fueron analizadas mediante Test T de Student, de dos colas considerandose que las
diferencias eran estadisticamente significativas con valores de p <0,05 (*) y muy
significativas con valores de p < 0,01 (**).

Las diferencias estadisticas entre grupos de condiciones fueron determinadas
mediante el analisis de la varianza ANOVA seguido de un test Tuckey. Las diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas con un p < 0,001.

En las leyendas de cada figura se aclara el valor de p al que se considera que la
diferencia es estadisticamente significativa y el test utilizado. En caso que no se encuentre

en la leyenda explicitado el test utilizado, se aplico el Test T de Student.
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Resultados

Efectos de la transfeccion de un shRNA contra el VDR, a nivel del ARNm y de la

proteina

Al transfectar las células C2C12 con un plasmido conteniendo un shRNA contra
una region del ARNm del VDR murino, el éxito del silenciamiento debe corroborarse
controlando los niveles del VDR. Se conoce que el 1,25D aumenta los niveles proteicos del
VDR a partir de las 4 horas de tratamiento y también ha sido corroborado que el shRNA
disponible en el laboratorio silencia la expresion del VDR tanto a 4 como a 6 horas
(Buitrago, Pardo y Boland 2013). Sin embargo los niveles de expresion del ARNm del VDR
en células transfectadas con este shRNA no habian sido determinados. Para controlar que
el shRNA elegido inhibe satisfactoriamente la expresion del ARNm del VDR a las 24 horas
de estimulo con el 1,25D, se realiz6 un ensayo de qRT-PCR a fin de medir la cantidad real
de ARNm. Los resultados que arrojo este ensayo demuestran claramente que el tratamiento
de las células C2C12 con 1,25D (1 nM) durante 24 horas aumenta aproximadamente 18
veces la expresion del ARNm del receptor, sin embargo, en las células en las que el VDR
estaba silenciado (las células de la linea C2C12shVDR) el estimulo hormonal con 1,25D (1
nM) durante 24 horas logra un aumento mucho menor en la cantidad de ARNm de VDR
(Figura 1 - A). Por otra parte, los niveles basales del ARNm de este receptor, sin estimulo
hormonal, en ambas lineas son iguales. Mediante ensayos Western blot, puede observarse
qgue las células C2C12wt expresan de manera basal al VDR, pero que el tratamiento con
1,25D durante 18 y 24 horas promueve un aumento significativo y sostenido en la expresion
del mismo. Sin embargo, en la linea C2C12shVDR se determina que los niveles proteicos
del VDR son significativamente mas bajos que en la linea C2C12wt y que el tratamiento con
1,25D (1 nM) no logra aumentar su expresion a 18 horas e incluso a las 24 horas, la

expresion disminuye significativamente (Figura 1 - B).
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Figura 1. El estimulo con 1,25D aumenta la expresién de VDR en C2C12wt, pero no en las
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(A) Las células C2C12wt y C2C12shVDR fueron tratadas con 1,25D (1 nM) durante 24
horas. Luego de los tratamientos se extrajo el ARN total, se retrotranscribié a ADNc y se
cuantifico por gRT-PCR la cantidad de VDR de cada condiciéon. Se muestran los valores
promedios de 2" + DS. (B) Las células C2C12wt y C2C12shVDR fueron tratadas con
1,25D (1 nM) durante 18 y 24 horas. Los andlisis de Western blot fueron llevados a cabo
usando el anticuerpo anti-VDR. Las membranas fueron rehibridadas con anti-tubulina
para asegurar la carga pareja de los geles. Se muestran inmunoblots representativos de
tres experimentos independientes y cuantificaciones por escaneo densitométrico
volumétrico de tres experimentos independientes que muestran la media + DS.

* p < 0,05 con respecto a su correspondiente control.
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Progresic')n del ciclo celular en la linea C2CI2 bajo el estimulo de suero fetal

bovino (SFB)

Dado que se desconocia por completo el ciclo celular en la linea C2C12, para
iniciar las investigaciones se considerd necesario caracterizar temporalmente el ciclo celular
de las lineas celulares C2C12wt y C2C12shVDR siguiendo el protocolo propuesto para
células musculares lisas vasculares (Nakano et al. 2005). Para este fin, células sembradas y
crecidas hasta alcanzar un 60 - 70 % de confluencia (durante 48 - 72 horas) fueron
deprivadas de suero (starved) por 24 horas a fin de sincronizar los cultivos. A este tiempo,
aproximadamente el 80 % de las células estaban arrestadas en la fase GO/G1 (Figura 2).
Una vez sincronizados los cultivos, las células fueron estimuladas con 10 % SFB por
diferentes tiempos (6, 12, 18, y 24 horas) y se analizé la cantidad de ADN mediante tincion y
medicion de IP por citometria de flujo.

En la Figura 2 se muestra que en ambas lineas, C2C12wt (Figura 2- A) y
C2C12shVDR (Figura 2 - B), aproximadamente el 90 % de las células estaban en la fase
GO0/G1 después de 6 horas de estimulo con suero; el ciclo celular progresa, de la fase G1 a
S y luego tiene lugar un pico de fase S, que se observa a las 12 horas. Después de
completar la fase S, se ve que aumenta la fase G2/M a las 18 horas. Una ronda completa
del ciclo celular se completa a las 24 horas, cuando la mayoria de las células estan
nuevamente en fase GO/G1 y disminuye el porcentaje de células en fase S. Como era de
esperar, este patron de ciclo celular es similar tanto en C2C12wt y C2C12shVDR que solo

se estimularon con suero fetal bovino.
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Figura 2: Distribucion de las fases del ciclo celular en lineas C2C12 estimuladas con 10 %

conteo de células
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Progresion del ciclo celular de C2C12wt y C2C12shVDR después de la estimulacion con
suero. Tanto las células C2C12wt como las C2C12shVDR se mantuvieron “starved” por
24 horas y luego estimuladas con 10 % de SFB por 6, 12, 18 y 24 horas. A cada tiempo
indicado, las células fueron tripsinizadas, marcadas con IP y el contenido de ADN fue
medido por citometria de flujo. Se muestran los histogramas del contenido de ADN
(abajo) y las cuantificaciones de cada fase del ciclo, en porcentaje, mostrando la media +
el DS (arriba), de tres experimentos independientes, de las células C2Cl12wt (A) y
C2C12shVDR (B).

70



Capitulo | — Rol del 1,25D en musculo esquelético normal

Efectos del tratamiento con 1,250 de las células C2CIZ.

Se evaluaron los cambios en las fases del ciclo celular de las células C2C12wt y
C2C12shVDR, estimuladas a diferentes tiempos con 1,25D y se establecio el rol del VDR en
la distribucion de los mioblastos en las diferentes fases del ciclo celular. Como se explica en
la seccibn de Materiales y Métodos, las células sub-confluentes fueron sincronizadas
mediante la deplecion del suero del medio de cultivo durante 24 horas, y luego se las traté
con 1,25D (1 nM) por 6, 12 y 24 horas, conservando a cada hora un lote de células tratadas
solo con el vehiculo de la hormona, etanol. Los analisis de medicién de la cantidad de IP
unido al ADN por citometria de flujo mostraron que en las células C2C12wt la hormona
promueve un aumento del pico de fase S a las 12 horas. Esto fue seguido por una reclusion
significativa de las células en la fase GO/G1 a las 24 horas (Figura 3). En los mioblastos
C2C12shVDR, donde la expresion del VDR esta significativamente disminuida, los
porcentajes de células en fase S a 12 horas fueron menores que en C2C12wt y se
mantuvieron sin cambio a las 24 horas. Ademas, el nimero de células arrestadas en la fase
GO0/G1 a 24 horas era significativamente menor que en la linea C2C12wt que expresa el
VDR (Figura 3). Estos resultados muestran por primera vez, que el VDR esta involucrado en
la modulacién del ciclo celular que regula la hormona. Es importante resaltar ademas que
estos resultados indican que el VDR es necesario para inducir el arresto de las células en la

fase GO/G1 del ciclo celular, el cual es esencial para promover la diferenciacion muscular.
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Figura 3: Progresion del ciclo celular de C2C12 estimuladas con 1,25D, la expresion

105% 1
100% -

95% A

% de células

75% A
70% -

90% A
85% A
80% A

de VDR es clave.

H B G0/G1
HWEs
0O 0 GaMm

-+ -+ -+ -+ --shVDR

0 6 12 24 --- horas

(1,25D 1 nM)

El tratamiento con 1,25D promueve una redistribucion de células en las distintas fases del
ciclo celular de manera dependiente del VDR. Las células C2C12wt y C2C12shVDR se

privaron de suero durante 24 horas y luego se trataron con 1,25D (1 nM) durante 6, 12 y

24 horas. Antes de comenzar el tratamiento (sefialado como 0 horas) y a cada tiempo

indicado, las células se tripsinizaron, se tifieron con IP y el contenido de ADN se midio

mediante citometria de flujo, en tres experimentos independientes. Se muestra la

cuantificaciéon de los histogramas de ADN con porcentajes de células C2Cl2wt y
C2C12shVDR en fases GO/G1, Sy G2/M.

La hormona 125D modula la expresion de (DK 4/6 en células (ZC1Z de manera dependiente del

\DR.

Las CDK 4/6 son proteinas esenciales para la progresion del ciclo celular en la

etapa G1/S por su capacidad de unirse a las ciclinas D (Malumbres and Barbacid, 2009).

Debido a la importancia de establecer el patron de cambios en las CDK 4/6, tanto las

células C2C12wt como las C2C12shVDR, ambas lineas celulares se estimularon con 1,25D

0 su vehiculo durante diferentes tiempos (6 a 72 horas). Los resultados muestran que en

células C2C12wt la hormona induce los niveles de CDK 4/6 a las 6 horas de tratamiento

hormonal. Los niveles proteicos de CDK 4 regresaron a los niveles basales a las 12 y 24
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horas de incubacion con la hormona pero disminuyeron por debajo de los controles a las 48
y a las 72 horas, mostrando diferencias en el comportamiento de ambas CDKs a estos
tiempos. En el caso de CDK 6, se observa que disminuy6 su nivel a las 12 horas de
estimulo hormonal y permanecio sin cambios respecto de sus valores basales tanto a las 24
horas, como a las 48 y 72 horas de exposicién al 1,25D. La ausencia del VDR parece ser un
factor importante en la expresion de las CDK 4/6. En las células C2C12shVDR, la hormona
fue incapaz de inducir el aumento de CDK 4/6 a las 6 horas de tratamiento, sin embargo se
observo un aumento de ambas CDKs a las 12 horas de incubacién hormonal, mostrando
gue existe un retraso en la respuesta al 1,25D cuando esta silenciado su receptor. CDK4
sufre una caida en sus niveles proteicos a 24 horas de exposicidbn hormonal en células
carentes del VDR, pero que es inferior al observado a las 48 horas de tratamiento en células
C2C12wt. CDK6 no muestra cambios en sus niveles a 24, 48 y 72 horas de tratamiento
hormonal en células que poseen silenciado el VDR, en forma similar a lo que se evidencia
en células C2C12wt. Sin embargo, estos estudios evidencias el papel del VDR en la
modulaciéon de las CDK 4/6 durante el trascurso del ciclo celular y determinan que se
requiere de la expresion del VDR para la induccion de las CDKs dependientes de 1,25D a

las 6 horas de tratamiento (Figura 4).
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Figura 4: El 1,25D aumenta los niveles de las CDK 4/6 de manera dependiente de la

expresion del VDR, a 6 horas de tratamiento hormonal
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Las células C2C12wt y las C2C12shVDR fueron estimuladas con 1,25D (1 nM) o su
vehiculo por diferentes tiempos (6 — 72 horas). Los andlisis Western blot fueron
realizados usando los anticuerpos anti-VDR, anti-CDK4 y anti-CDK6. Las membranas
fueron rehibridadas con anti-tubulina para corroborar la carga igualitaria de proteinas en
las diferentes calles de los geles. (A). Blots representativos de tres experimentos
independientes. (B) Cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico de los blots
de tres experimentos independientes, mostrando la media = SD de los niveles proteicos
de las CDKs.

* p < 0,05 con respecto al control
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Los niveles de COK %4/6 inducidos por el 125D a las @ horas de tratamiento

también se evidenciaron por inmunocitoquimica

La informacién obtenida a partir de ensayos inmunocitoquimicos donde se tomaron
micrografias en un microscopio confocal corroboran los resultados obtenidos por Western
blot. Las imagenes muestran el aumento en los niveles de CDK 4/6 (evidenciados por un
aumento en la cantidad de fluorescencia roja) y la expresion del VDR (evidenciada por el
aumento en la cantidad de fluorescencia azul), en células C2C12wt tratadas durante 6 horas
con 1,25D. De relevancia, estas imagenes revelan una localizacién predominantemente
nuclear de CDK 4 (Figura 5 - A) y una localizacién nuclear y perinuclear de la CDK 6 (Figura
5- B). Ninguna de las CDKs co-localiza con el VDR nuclear a estos tiempos de tratamiento

hormonal. (Figura 5).
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Figura 5: El tratamiento con 1,25D por 6 horas provoca un aumento en los niveles
de las CDK 4/6.

A Merge
Ctrl
125D..

B
Ctrl

1,25D

Las células C2C12wt tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol 0,001 %) durante 6
horas fueron inmunomarcadas doblemente con anti-VDR y un anticuerpo secundario
correspondiente conjugado a un fluoréforo (azul) y con anti-CDK4 (rojo, panel A) o anti-
CDK6 (rojo, panel B) con un anticuerpo secundario correspondiente conjugado a un
fluoréforo,. El lado derecho de cada panel representa las imagenes fusionadas (Merge).
Se muestran imagenes representativas de diferentes campos de tres experimentos

independientes.

76



Capitulo | — Rol del 1,25D en musculo esquelético normal

ERK /2 y p38 MAPK participan en la regulacion positiva de las (DK 4/

dependiente de la hormona.

ERK 1/2 son miembros de las MAPKs directamente involucrados en la proliferacion
de las células de musculo esquelético. Previamente, se ha reportado la participacién de
ERK 1/2 en la expresion de las CDKs en células tumorales (Malumbres y Barbacid 2009).
Pero se desconoce la relacion entre ERK 1/2 y las CDKs mencionadas en células de
musculo esquelético normal. Para determinar la participacion de las MAPKSs en la regulacion
de los niveles de las CDK 4/6, primeramente se evalud la activacion de ERK1/2 y p38
MAPK por la hormona a 6 y 12 horas de tratamiento en células C2C12wt. Se determin6 que
en las células C2C12wt, el 1,25D induce la fosforilacion de ERK 1/2 y de p38 MAPK a6y a
12 horas de tratamiento siendo esto sinbnimo de su activacién y exitosamente se logré
inhibir ambas MAPKs con el uso de inhibidores comerciales (Figura 6). Para evaluar el rol
de ERK 1/2 en el aumento de la expresion de las CDKs por la hormona, se inhibié6 a ERK
1/2 con el uso del compuesto farmacol6gico UO126 (10 puM). La induccion de ambas CDKs
dependiente de la hormona que se observa a las 6 horas de tratamiento fue suprimida
cuando ERK 1/2 estaban inhibidas, mostrando que estas MAPKs participan en la
modulacion de las CDK 4/6 dependiente de la hormona (Figura 6). Cuando la activacion de
las isoformas a y B de p38 MAPK fue suprimida con el uso del SB-203580 (10 pM), los
niveles proteicos de CDK 4/6 a 6 horas de tratamiento no aumentaron (Figura 6), mostrando
también que esta MAPK también esta involucrada en el efecto ejercido por el 1,25D en

estas células.
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Figura 6: ERK1/2 y las isoformas a y 3 p38 participan en la induccién de las CDK 4/6
dependiente de la hormona.
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(A) Las células C2C12wt fueron estimuladas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo por 6y 12
horas. El andlisis Western blot se llevd a cabo utilizando los anticuerpos anti-p-p38
MAPK y anti-p-ERK 1/2, que solo reaccionan con estas quinasas activas.

(B) Las células C2C12wt fueron pre-incubadas con OU126, inhibidor de ERK 1/2 (10 puM)
por 30 - 40 minutos y luego tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol) por 6 y 12
horas. Los analisis Western blot fueron realizados utilizando los anticuerpos anti-p-ERK
1/2, anti-CDK4, anti-CDK6 y anti-p38 a (este ultimo para comprobar que la cantidad de
proteina sembrada en cada calle del gel haya sido igual y para asegurarnos que no
habia cambios en la expresion de esta quinasa). Se muestran blots representativos y las
cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico que muestran la media + SD de
tres experimentos independientes.

(C) Las células C2C12wt fueron pre-incubadas con SB-203580, inhibidor de las
isoformas a y B (10 uM) por 30 - 40 minutos y luego tratadas con 1,25D (1 nM) o su
vehiculo (etanol) por 6 y 12 horas. Los andlisis Western blot fueron realizados utilizando
los anticuerpos anti-p-p38 MAPK, anti-CDK4, anti-CDK®6 y anti-p38 a. Se muestran blots
representativos y las cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico que
muestran la media = SD de tres experimentos independientes.

* p < 0,05 con respecto al control correspondiente.
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COK % co-localiza con el VDR en el ruicleo celular después de 12 horas de
tratamiento con 1250; mientras que COK & aumenta su localizacion perinuclear en

respuesta a la hormona.

Recordemos que CDK4 y CDK6 son quinasas dependientes de ciclinas que,
uniéndose a las ciclinas del tipo D, regulan la progresion del ciclo celular. Jian y
colaboradores describieron en otro tipo celular que la ciclina D3 interactta con el VDR para
regular su transcripcion y que este evento es contrarrestado por cambios en la expresion de
las CDK 4/6 (Jian et al. 2005). Habiendo evidenciado la co-localizacion entre el VDR y la
ciclina D3, quisimos enfocar ahora nuestras investigaciones a la observacion de la
localizacion intracelular de CDK 4/6 en células musculares esqueléticas. Cuando las células
C2C12 son estimuladas con 1,25D durante 12 horas, se determina por microscopia confocal
gue la hormona provoca que CDK 4 co-localice con el VDR en el interior del nlcleo. Esto ha
podido ser evidenciado por el color magenta formado por la fusion de los colores rojo y azul
en la imagen fusionada (Figura 7 - A, Merge) y por el correspondiente histograma realizado
cuantificando la intensidad de cada fluorescencia, punto a punto, sobre una linea
determinada, segun se ha explicado en Métodos (Figura 7 - B).

Al estudiar separadamente a la CDK 6, se determina la localizacibn de CDK 6
formando un anillo perinuclear, inmediatamente por fuera del nucleo (evidenciado en color
rojo) existente en condiciones basales (sin estimulo) pero que se muestra aumentado a las
12 horas de tratamiento con 1,25D (Figura 7 - C). El histograma correspondiente realizado
sobre la linea que se muestra en la Figura 7 D, muestra que aproximadamente durante 12
um del anillo perinuclear se determina la presencia de color rojo con la ausencia del azul,

indicando que no hay co-localizacion de la CDK 6 con el VDR (Figura 7 - D).
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Figura 7: Relacion espacial entre las CDKs y el VDR

[um)

Las células C2C12wt se sembraron y crecieron sobre cubreobjetos y luego se las estimulé
con 1,25D (1 nM) durante 12 horas. Se muestran las imagenes digitales fluorescentes
obtenidas por microscopia confocal de las células C2C12wt incubadas con 1,25D (1 nM) o
su vehiculo (0,001 % de etanol) doblemente marcadas con (A) anti-CDK4/anti mouse-
alexa fluor 647 (rojo) y anti-VDR/anti-rabbit-alexa fluor 488 (azul) (B) muestran un
histograma de las imagenes fusionadas (Merge) respresentativo con las cuantificaciones
de la intensidad de fluorescencia de cada color, punto a punto, a lo largo de la linea
trazada (en verde) sobre la fotomicrografia. Las imagenes son representativas de

diferentes campos de todos los cubreobjetos analizados, habiéndose realizado el
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Continuacion Figura 7: Relacion espacial entre las CDKs y el VDR

Las células C2C12wt se sembraron y crecieron sobre cubreobjetos y luego se las estimulé
con 1,25D (1 nM) durante 12 horas. Se muestran las imagenes digitales fluorescentes
obtenidas por microscopia confocal de las células C2C12wt incubadas con 1,25D (1 nM) o
su vehiculo (0,001 % de etanol) doblemente marcadas con (C) anti-CDK6/anti mouse-
alexa fluor 647 (rojo) y anti-VDR/anti-rabbit-alexa fluor 488 (azul). (D) muestra un
histograma de las imagenes fusionadas (Merge) representativo con las cuantificaciones de
la intensidad de fluorescencia de cada color, punto a punto, a lo largo de la linea trazada
(en verde) sobre la fotomicrografia. Las imagenes son representativas de diferentes

campos de todos los cubreobjetos analizados, habiéndose realizado el experimento por
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Participacion de p38 MAPK en el ciclo celular de la linea C2CI2wt y C2CIZshVIR

La actividad del p38 MAPK es requerida en la salida de los mioblastos del ciclo celular
gue precede a la diferenciacion muscular (Lee et al. 2002). La activacion de las formas a 'y 8
de p38 MAPK promueven mayormente la diferenciacion, mientras que la isoforma y esta
involucrada en la proliferacion celular (Lassar 2009). Por lo tanto, para establecer si la
activacion de p38 MAPK es un requisito en el arresto en la fase GO/G1 promovido por la
hormona, investigamos los cambios en las fases del ciclo celular por citometria de flujo en
presencia del inhibidor de las isoformas a y B de p38 MAPK, el SB-203580 (10 uM), tanto
en células C2C12wt como en células C2C12shVDR. En la Figura 8 se muestra que el
arresto en fase GO/G1 inducido por el 1,25D a 24 horas en células wild type es suprimido
cuando p38 MAPK es inhibida farmacol6gicamente, indicando que la via de p38 MAPK esta
implicada en la regulacién de la diferenciacion muscular promovida por la hormona.

Ademads, este efecto se acentla en las células carentes de la expresion del VDR.
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Figura 8: Modulacion del arresto celular de células C2C12wt y C2C12shVDR
estimuladas con 1,25D: la expresion de VDR y la activacién de p38 MAPK son claves
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Las células C2Cl1l2wt y C2C12shVDR fueron privadas de suero durante 24 horas,
preincubadas con 10 uM del compuesto SB-203580 (SB), y luego tratadas con 1,25D (1
nM) durante 24 horas. Las células se tripsinizaron, se tifieron con IP y el contenido de
ADN se midié por citometria de flujo, en tres experimentos independientes. Se muestra
la cuantificacion de los histogramas de ADN con los porcentajes de células C2C12wt y

C2C12shVDR en las fases GO/G1, Sy G2/M.
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EL VIR estd implicado en los cambios de expresion de la ciclina D3 y ciclina DI

por estimulo hormonal

La expresion de la ciclina D1 declina en los mioblastos que estan arrestados en la
fase GO/G1, inducidos a la diferenciacién, mientras que la expresion de la ciclina D3 es
inducida tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Kiess, Gill y Hamel 1995).
Se estudio la expresién de las ciclinas D1 y D3 en células C2C12wt y C2C12shVDR
estimuladas con el 1,25D (1 nM). La Figura 9 muestra que la hormona aumenta el nivel de
la ciclina D3 a nivel de proteina a las 24 horas de tratamiento mientras que no se observan
cambios significativos en el nivel proteico de la ciclina D1 en las C2C12wt. Si se observé un
aumento en el nivel proteico de la ciclina D1 a 18 horas de tratamiento en las células
c2C12wt que fue completamente revertido por el silenciamiento del VDR (células
C2C12shVDR). El aumento observado en la ciclina D3 inducido por el 1,25D fue disminuido
en las C2C12shVDR, indicando que el VDR es requerido en el aumento del nivel proteico

de ciclina D3 inducido por 1,25D (Figura 9).
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Figura 9: El VDR participa en la expresion de la Ciclina D3
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Las células C2C12wt y las C2C12shVDR fueron tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo
(0,001 % de etanol) por 18 y 24 horas. Los andlisis Western Blot fueron llevados a cabo
usando los anticuerpos anti-VDR, anti-ciclina D3 y anti-ciclina D1. Las membranas fueron
rehibridadas con anti-GAPDH para asegurar la carga pareja de los geles. Se muestran
Inmunoblots representativos de tres experimentos independientes y cuantificaciones por
escaneo densitométrico volumétrico de tres experimentos independientes que muestran la
media £ DS.

* p < 0,05 con respecto a su correspondiente control.
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Participacion de p38 MAPK en el aumento en la expresion de la ciclina D3

promovido por el 125D

Siendo p38 MAPK una via de sefalizacién usada por el 1,25D en las células
C2C12, también se investigd si la activacion de p38 MAPK estaba involucrada en el
aumento de la expresion de la ciclina D3. Los resultados revelan que el 1,25D activa a p38
MAPK a las 24 horas de tratamiento y este efecto es exitosamente eliminado con el uso del
inhibidor SB-203580. Es de relevancia que los resultados muestran que el SB-203580 (10
pM) inhibe completamente la expresion de la ciclina D3 inducida por la hormona a las 24
horas, aportando evidencia de que la expresion de esta ciclina es dependiente de la
activacion de p38 MAPK. Notablemente también puede observarse el patrén disminuido en

la expresion de la ciclina D3 en células carentes de VDR (Figura 10).
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Figura 10: Se requiere la activacion de p38 MAPK para promover el aumento de la

expresion de la ciclina D3
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Las células C2C12wt y C2C12shVDR fueron pre-incubadas con SB-203580 (10 uM) y
luego tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol 0,001 %) por 24 horas. Los
andlisis Western Blot fueron llevados a cabo utilizando los anticuerpos anti-p-p38 MAPK
(que solo reconoce la forma fosforilada y activa de p38 MAPK) y anti-ciclina D3. Las
membranas fueron rehibridadas con anti-p38 a para asegurar la carga igualitaria de los
geles. Se muestran Inmunoblots representativos de tres experimentos independientes y
cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico de tres experimentos
independientes que muestran la media + DS.

*p < 0,05 con respecto a su correspondiente control.
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La induccion de los CKIs p2(Wai/te! Y pLT4% por el 125D es dependiente del VOR.

Los CKls p21"aerl y n2 7K1 estan sobre-expresados en mioblastos C2C12 que se
retiran del ciclo celular y se comprometen en el proceso de diferenciacién muscular (Andrés
y Walsh 1996; Franklin y Xiong 1996). Por este motivo se investigé primeramente la accion
del 1,25D sobre estos inhibidores y luego la participacién del VDR en la expresion de los
CKls modulada por la hormona. Para ello, las células C2C12wt y C2C12shVDR se
estimularon con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol) durante 18 y 24 horas. En la Figura 11
se evidencia que no se detectaron cambios significativos en los niveles de CKls a 18 horas
de tratamiento con 1,25D ni en células C2C12wt ni en la linea C2C12 carente de VDR. Sin
embargo, la hormona aumenta marcadamente los niveles de los CKls p21WacPl y pp7kirt
en las células C2C12wt a las 24 horas de estimulacion, tiempo que se corresponde con el
arresto en fase GO/G1 y con el aumento en los niveles de la ciclina D3. Como era de
esperar, los efectos del esteroide en ambos CKIs no se produjeron cuando la expresién del
VDR estaba suprimida en células C2C12shVDR (Figura 11). A modo de comentario, se
observa que en células C2C12shVDR la cantidad basal de p21"¥/<P! y 27X es mayor a

24 gque a 18 horas.
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Figura 11: El aumento promovido por el 1,25D en CKI| p21*a™/CPt y 527"t o5 dependiente
de VDR.
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Las células C2C12wt y las C2C12shVDR fueron estimuladas con 1,25D (1 nM) o su

vehiculo (0,001 % de etanol) por 18 y 24 horas. Los andlisis Western Blot fueron llevados

a cabo usando los anticuerpos anti-VDR, anti-p21"2™“"! y anti- p27""*. Las membranas
fueron rehibridadas con anti-tubulina para asegurar la carga pareja de cada calle de los
geles. Se muestran inmunoblots representativos de tres experimentos independientes y
cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico de tres experimentos
independientes que muestran la media = DS.

* p < 0,05 con respecto a su correspondiente control.
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Tomando en cuenta resultados previos que indican la implicancia de p38 MAPK en
la modulacion del crecimiento celular (Miura et al. 2005; Kim et al. 2002), se investigo la
participacion del p38 MAPK en los efectos del 1,25D sobre la expresion de CKls p21"atcirt
y p27"**. Para poder estudiar el efecto de la p38 MAPK en la expresién de estos CKls, las
células C2C12wt y C2C12shVDR se incubaron con SB-203580 (10 uM) por 30-40 minutos
previamente y durante el tratamiento con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol 0,001 %) que
fue durante 24 horas. El uso del inhibidor SB-203580 (10 uM) prueba que la activacién de
las isoformas a y 3 de p38 MAPK es requerida para el aumento en los niveles proteicos de
los CKls p21"aCPt y n27KP1 en respuesta a la hormona (Figura 12). El aumento de los CKls
p21WarieiPt v 275" durante el arresto de las células en la fase GO/G1 que resulté ser
dependiente del VDR y de p38 MAPK apoya nuestra hipotesis de que el 1,25D induce la
diferenciacién celular a través del VDR y que también involucra la via p38 MAPK en estos

eventos. Como se observa en la Figura 12, los niveles del CKI p21"™*cPt

caen
drasticamente en células donde esta silenciado el VDR y al mismo tiempo esté inhibida p38
MAPK. Sin embargo, el inhibidor SB no parece afectar a los niveles de p27“" en células

C2C12shVDR.
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Figura 12: El aumento promovido por el 1,25D durante 24 horas en los niveles de CKI
p21"a/CPL y n27KP1 o5 dependiente de la activacion de p38 MAPK
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Las células C2C12wt y las C2C12shVDR fueron pre-incubadas con 10 M de SB y
estimuladas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol) por 24 horas. Los
analisis Western Blot fueron llevados a cabo usando los anticuerpos anti-VDR, anti-
p21WarCPL v anti- p27""*. Las membranas fueron rehibridadas con anti-tubulina para
asegurar la carga pareja de cada calle de los geles. Se muestran inmunoblots
representativos de tres experimentos independientes y cuantificaciones por escaneo
densitométrico volumétrico de tres experimentos independientes que muestran la media
+ DS.

*n < 0.08 con resnecto a si1 corresnondiente control.
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EL VIR y la quinasa p38 MAPK estdn involucrados en la expresion de miogenina

promovida por el 1250 en las células musculares C2CI2

La expresion de la proteina miogenina es indispensable como uno de los primeros
pasos de la diferenciacion de mioblastos, el cual es seguido de un retiro de las células del
ciclo celular (Andrés y Walsh 1996). Como el 1,25D promueve un arresto de las células
C2C12 en la fase GO/G1, se investigaron los cambios en los niveles proteicos de miogenina
a diferentes tiempos. En la Figura 13 se muestra que el 1,25D induce un marcado
incremento en la expresion de miogenina a las 24 horas, el cual es todavia evidente a las 72
horas de tratamiento hormonal en C2C12wt. Es importante considerar que los niveles de
miogenina resultaron indetectables en las células C2C12shVDR en todos los tiempos
estudiados, indicando que el VDR es absolutamente necesario para la sintesis de esta
proteina dependiente de la hormona, que es marcadora del proceso de diferenciacion

temprana.
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Figura 13: La expresion de miogenina es inducida por el 1,25D en el masculo esquelético

solo cuando el VDR esta expresado
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Células C2C12wt y C2C12shVDR fueron incubadas con 1,25D (1 nM) por 6, 24, 48 y 72
horas. Los andlisis Western Blot se llevaron a cabo usando los anticuerpos anti-VDR y anti-
miogenina. Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-tubulina para asegurar
la carga igualitaria de proteinas en todas las calles de los geles. Se muestran blots
representativos (izquierda) y las cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico
(derecha) que muestran la media + SD de tres experimentos independientes.

* p < 0,05 con respecto a 6 horas.

# p < 0,01 con respecto al mismo tiempo en la linea C2C12wt
Durante la primera etapa de diferenciacion de las células C2C12 es muy
importante la participacion de Akt activa y se conoce que Akt es activada por 1,25D via p38
MAPK en este tipo celular (Buitrago, Arango y Boland 2012). Para completar estas
investigaciones, se determind la participacion de p38 MAPK en los cambios de expresion de
miogenina inducidos por la hormona. Se muestran resultados que indican que la expresion

de miogenina inducida por el 1,25D es dependiente de la activacion de p38 MAPK y que el

silenciamiento del VDR potencia este efecto (Figura 14).
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Figura 14. El aumento en la expresion del miogenina promovido por el estimulo hormonal

requiere la activacion de p38 MAPK
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Las células C2C12wt y C2C12shVDR fueron preincubadas por 40 minutos con SB-203580
(10 pM) y luego estimuladas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol 0,001 %) por 24 horas.
Los analisis Western Blot fueron realizados usando los anticuerpos anti-VDR, y anti-
miogenina. Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-p38a para asegurar la
carga igualitaria de los genes. En figuras anteriores se mostr6 que 10 M de SB
exitosamente inhibe la fosforilacién de las isoformas a y B de p38 MAPK. Se muestran blots
representativos y las cuantificaciones por escaneo densitométrico volumétrico que muestran
la media £ SD de tres experimentos independientes.

* p < 0,05 con respecto al control correspondiente.
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Co-localizacion entre el VOR y la ciclina D3 en las células musculares C2CIZ:

participacion de p3& MAPK

Como se describié previamente, parte de mi trabajo de esta Tesis Doctoral esta
enfocado a investigar el rol del VDR y de la p38 MAPK en la modulacién del ciclo celular de
células de musculo esquelético por la hormona 1,25D. Aqui se demostré que tanto la
expresion del VDR como la activacion de p38 MAPK son requeridas para la regulacion
positiva de la ciclina D3 dependiente del 1,25D en células C2C12 (Figura 9 y 10,
respectivamente). En un solo trabajo cientifico previo a mis investigaciones, se reporto la
interaccion de la ciclina D3 con el VDR en otro modelo celular diferente a la linea C2C12
(Jian et al. 2005). Por esto, se considerd importante evaluar los posibles cambios en la
localizacién intracelular del VDR vy la ciclina D3 y la participacion de p38 MAPK, en células
C2C12. En mis investigaciones, se usé inmunocitoquimica con analisis de microscopia
confocal para examinar la localizacion intracelular del VDR y de la ciclina D3 en células
C2C12 comprometidas a la diferenciacion. En C2C12wt estimuladas con 1,25D por 24
horas, las imagenes tomadas con un microscopio confocal confirman que la hormona
induce la expresion del VDR y aumenta los niveles proteicos de la ciclina D3 (Figura 15),
como ya se habia mostrado en la Figura 1 y 9, respectivamente. En condiciones basales
(sin estimulo de la hormona) no se detectd co-localizacién significativa entre la ciclina D3 y
el receptor (Figura 15). Sin embargo, el tratamiento con 1,25D promueve la co-localizaciéon
nuclear del VDR con la ciclina D3 y ademas una redistribucién del VDR, que ahora se
observa en la regién cercana a la membrana nuclear (Figura 15). De relevancia, se observo
gue las células C2C12wt incubadas solamente con el inhibidor de las isoformas a y B de
p38 MAPK, SB-203580, muestran tanto a la fluorescencia asociada al VDR como a la
asociada a la ciclina D3 significativamente disminuida, confirmando que la activacion de p38
MAPK es importante para lograr la expresion de VDR vy de la ciclina D3, ya determinada en
la Figura 6 (Figura 15). Aunque la estimulacion de las células con 1,25D en conjunto con el

tratamiento con el inhibidor de p38 MAPK, SB-203580, permite la expresién de VDR, su
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distribucion resulto ser diferente a la observada en las células estimuladas con la hormona
Unicamente (Figura 15). La exposicion al 1,25D después de una pre-incubacién con SB-
203580 no promueve un aumento de los niveles proteicos de la ciclina D3, como se
determiné en la Figura 6, y las imagenes fusionadas nos permiten concluir que la activacion
de p38 MAPK es requerida para generar la interaccién entre VDR-ciclina D3 inducida por la

hormona (Figura 15).
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Figura 15: La co-localizacion del VDR y la ciclina D3 es dependiente de la activacion de la

p38 MAPK.
CiclinaD3
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Las células C2C12wt fueron pre-incubada, o no, con SB-203580 (10 uM) por 30 - 40
minutos, seguido del tratamiento con 1,25D (1 nM) o su vehiculo por 24 horas. Luego
fueron doblemente marcadas con los anticuerpos anti-VDR / anti-rabbit-alexa fluor 488
(verde) y anti-ciclina D3 / anti-mouse-alexa fluor 647 (rojo). El fendbmeno de co-
localizacion de ambas proteinas es evidenciado por la aparicion de color amarillo-
anaranjado en las micrografias fusionadas (denominadas Merge). Las micrografias
mostradas son representativas de diferentes campos de tres experimentos

independientes.
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EL silenciamiento de la ciclina D3 inhibe la expresion del VOR y el aumento de

miogenina, provocados por el 1,250 en cdlulas de muisculo esquelético

En vista del rol central de la ciclina D3 en el musculo esquelético y su estrecha
relacién con el VDR, se investigd por primera vez para cualquier tipo celular, si la ciclina D3
se relaciona con la expresion del VDR y la miogenina. Para lograr esto primeramente se
obtuvo un siRNA adecuado que al transfectarse al interior de las células C2C12 pudiese
suprimir la expresion de la ciclina D3 y un siRNA control que no afectara en absoluto la
expresion de ninguna de las proteinas a analizar. Exitosamente se logro silenciar en un 60
% aproximadamente la expresion de la ciclina D3 usando este siRNA en células C2C12wt,
en un efecto transitorio. La Figura 16 muestra que el silenciamiento de la ciclina D3 provoca
una disminucién de la expresiéon del VDR asi como también la inhibicion total de la
expresion de la miogenina inducida por el 1,25D a 24 horas de tratamiento y que la
introduccion al interior celular de un siRNA control no afecta la respuesta celular a la

hormona.
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Figura 16: El silenciamiento de la ciclina D3 afecta la expresion del VDR y de la

miogenina en células musculares.
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Las células C2C12wt fueron transfectadas con 50 pmol de siRNA dirigido contra el
ARNmM de la ciclina D3 o con siRNA control (Ctrl) durante 6 horas de acuerdo a las
especificaciones del producto adquirido. Las células fueron incubadas por un periodo
adicional de 18 horas en medio fresco hasta que los tratamientos fueron administrados
por 24 horas (como se indicé previamente). Los andlisis Western blot fueron llevados a
cabo con los anticuerpos anti-ciclina D3, anti-VDR y anti-miogenina. Las membranas
luego fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH para asegurar la carga
igualitaria de los geles. Se muestran blots representativos de tres experimentos

independientes.

Discusion

Las células C2C12 pertenecen a una linea celular murina mioblastica altamente
miogénica que permanece en estado proliferativo al cultivarse en un medio conteniendo
entre 10 y 20 % de SFB (denominado comunmente “medio de crecimiento”). Estos
mioblastos alcanzan la confluencia y si se realiza el cambio a MdD, este estimulo provoca
gue las células se elonguen, se vuelvan multinucleadas, se fusionen y finalmente se
diferencien en miotubos (Florini, Ewton y Magri 1991). Previamente fue reportado que el
1,25D activa a la familia de las proteinas MAPK en los mioblastos C2C12 en cultivo e influye
en la expresion de los genes tempranos que involucran la proliferacion y la diferenciacion
muscular (Ronda et al. 2007). Se observo para las células C2C12 (en medio de crecimiento)

que la incubacién con 1,25D 10" M estimula la diferenciacion a través de la inhibicion de la
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proliferacion y la modulacién de la expresion de factores de crecimiento promiogénicos y de
la miostatina (Garcia et al. 2011). Sin embargo, estos resultados contradicen un reporte
anterior que describe la regulacion negativa del ARNm de la miogenina y de MyF5 en
células C2C12 tratadas con 1,25D por 48 y 96 horas (Endo et al. 2003). Es altamente
posible que las diferencias en los disefios y en las condiciones experimentales (es decir, los
estados de sub-confluencia celular, los tiempos de deprivacion de suero, los tiempos de
tratamiento y las concentraciones del 1,25D, entre otros factores) sean las variables
responsables de estos hallazgos contradictorios. Por otro lado, en otros trabajos previos, se
indica que la adicién de 1,25D en altas concentraciones (107 y 10 M) inhibiria la formacion
de miotubos y disminuiria la cantidad de ARNm que codifica para factores reguladores
miogénicos claves (Ryan et al. 2013; Girgis, Clifton-Bligh, et al. 2013). En el laboratorio de
Quimica Biolégica de la Universidad Nacional del Sur, se demostré durante afios la
expresion del VDR en células de musculo esquelético y la induccion a la proliferacion y a la
diferenciaciéon de mioblastos por accién del 1,25D (Zanello et al. 1997; Buitrago, Arango y
Boland 2012). En este trabajo de Tesis Doctoral, se estudid el ciclo celular de la linea
C2C12 y se obtuvo evidencia de que cambios en la expresion del VDR no afectan el
progreso del ciclo celular cuando las células se encuentran bajo el estimulo de SFB. Sin
embargo, al investigar cémo el 1,25D modulaba el ciclo celular, se observé que 10° M (1
nM) de esta hormona esteroide promueve un aumento en la fase S (a 12 horas) seguido de
un arresto en la fase GO/G1 (a 24 horas) y que estos eventos disminuyen significativamente
en las células que carecen de VDR, mostrando, por un lado, un efecto dual del 1,25D y por
otro lado la dependencia del VDR en la respuesta biolégica a la hormona. En vista de
resultados previos, se esperaba que el pico del estadio proliferativo se observase a las 24
horas de tratamiento con 1,25D (Buitrago, Arango y Boland 2012). Sin embargo, mis
investigaciones muestran reproduciblemente el pico en fase S de las células a 12 horas de
tratamiento hormonal. Esta posible discrepancia se explica claramente por el hecho de que

ahora las células estuvieron deprivadas de suero durante 24 horas, en lugar de solo las 2
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horas reportadas previamente (Buitrago, Arango y Boland 2012). La inhibicion de la
proliferacion por el 1,25D en los mioblastos crecidos en MdC también fue reportada
previamente, donde ademas también se reafirma la expresion del VDR en las células
C2C12 (Srikuea et al. 2012; Okuno et al. 2012), a pesar de la existencia de un trabajo
cientifico que niega la existencia de este receptor en células de musculo esquelético (Wang
y DeLuca 2011). También en 2011, Boland explica claramente que los niveles basales del
VDR en células musculares son bajos y que es posible que sean indetectables bajo algunas
condiciones experimentales (Boland 2011). Sin embargo, ya en el afio 2002 se evidencia
que el 1,25D no solo aumenta los niveles proteicos del VDR sino que provoca su “reverse
trafficking” a la membrana plasmatica (Capiati, Benassati y Boland 2002). Diez afios mas
tarde, se reporta que la estimulacién por 48 horas con 1,25D 10® M, aumenta la expresion
del VDR y disminuye de manera significativa la proliferacion celular (Srikuea et al. 2012) y
que el tratamiento por 72 horas con 1,25D 10® M provoca un aumento de la cantidad de
células en la fase GO/G1 (Okuno et al. 2012). De relevancia, en el afio 2013 se reporta que
tratamientos por 4 y 6 horas con 1,25D provocan un aumento en los niveles proteicos del
VDR en células C2C12 (Buitrago, Pardo y Boland 2013) y mis investigaciones evidencian
gue la hormona induce un aumento tanto a nivel de la proteina como a nivel del ARNm del
VDR a 18 y 24 horas de estimulo en estas mismas células.

Como parte de la sefalizacion intracelular necesaria para la miogénesis, la
activacion de las formas a y B de p38 MAPK han sido reportadas como promotoras de la
diferenciacion, mientras que la isoforma y esta involucrada en la proliferacion celular (Lassar
2009). Por otro lado, ya hace casi dos décadas se evidencio que las isoformas a y 8 de p38
MAPK estan implicadas en el arresto celular en fase GO/G1 que es un evento promotor de
la diferenciacion de las células C2C12 (Wu et al. 2000). Mis investigaciones demuestran
gue las isoformas a y B de p38 MAPK participan en el arresto en la fase GO/G1 de estas

células que es promovido por el 1,25D y dependiente de la expresion del VDR. De acuerdo
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con esta informacién, se ha mostrado previamente que la activacion de p38 MAPK resulta
en un arresto en la fase G1 y la subsecuente diferenciacion celular (Puri et al. 2000).

Para comenzar los estudios sobre las proteinas involucradas en el ciclo celular, se
indag6 si el 1,25D afectaba los niveles de las ciclinas D1 y D3. En el caso especial de los
mioblastos, se ha reportado un aumento en los niveles de la ciclina D3 acompanados de
una disminucion en la ciclina D1, cuando estan comprometidos a diferenciarse (Rao y Kohtz
1995). En el caso de las células C2C12, un aumento en los niveles proteicos de la ciclina
D3 promueve la diferenciacion miogénica (Gurung y Parnaik 2012) y ademas se encuentra
aumentada en células que estdn en diferenciacion (Kiess, Gill y Hamel 1995). Esto
concuerda con los reportes aqui presentados que muestran en la Figura 5 un incremento en
los niveles de la ciclina D3 inducidos por el 1,25D a 24 horas de tratamiento. Sin embargo,
en los resultados que aqui son presentados no se observan cambios significativos en los
niveles proteicos de ciclina D1 en células C2C12 estimuladas con 1,25D durante el arresto
celular pro-diferenciativo. EI hecho de que la hormona promueve un arresto en la fase
GO0/G1 de mioblastos C2C12 sin cambios en la expresion de la proteina ciclina D1 indicaria
gue no se requiere esta proteina en particular para llevar a cabo las acciones de esta
hormona y de ningdn modo se contradice con observaciones previas realizadas por otros
colegas. De relevancia la modulacion de ambas ciclinas D resultdé dependiente de la
expresion del VDR. Dado que la diferenciacion de las células precursoras de musculo
esquelético esta siempre acompafada por un aumento en la expresion de la ciclina D3 (De
Santa et al. 2007; Gurung y Parnaik 2012; Kiess, Gill y Hamel 1995) como observamos en
las células C2C12wt, proponemos que el arresto en fase GO/G1, dependiente de VDR y p38
MAPK es un evento promotor de diferenciacion.

Ha sido reportado anteriormente que la ciclina D3 interactta con el VDR, regulando
su actividad transcripcional, y que el VDR activado por su ligando especifico, el 1,25D,
induce a una acumulacién de la ciclina D3 en la regién nuclear, aunque el trabajo es

acotado a solo una dosis hormonal y no se registra ningun otro reporte congruente hasta la
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fecha (Jian et al. 2005). Como fue mencionado en este trabajo de Tesis, se han obtenido
evidencias de que la expresién del VDR inducida por la hormona es suprimida cuando la
ciclina D3 se encuentra silenciada por un siRNA. La ciclina D3 es un gen target corriente
abajo de p38 MAPK en células hepéticas (Sun et al. 2013); en células C2C12 la evidencia
ha sido obtenida mediante el silenciamiento de isoformas especificas de p38 MAPK que
afectaron a la expresion de la ciclina D3 (Wang et al. 2008). Es de relevancia la evidencia
de la participacion de p38 MAPK en la expresion de la ciclina D3 inducida por la hormona,
gue es presentada aqui por primera vez para células musculares. Ademas, los resultados
evidencian que el 1,25D induce la co-localizacion entre el VDR vy la ciclina D3 de manera
dependiente de la activacion de p38 MAPK.

En las células leucémicas se demostré que un analogo del 1,25D induce una
detencidn del ciclo celular en fase G1, acompafiado de la disminucion en la expresion de las
CDK 4/6 (Yoon et al. 2008). Otro reporte muestra que otro analogo del 1,25D, el EB1089,
actiia como un inhibidor de la proliferacion donde los niveles de las CDK 4/6 disminuyen en
células NCI-H929 (Park et al. 2002). Aqui se ha evidenciado que el 1,25D (10° M) aumenta
los niveles proteicos de las CDK 4/6 a las 6 horas de tratamiento, de acuerdo con la fase S
de ciclo celular anteriormente observado. Este efecto sblo se observé a las 6 horas.
Mientras que 12 y 24 horas de estimulacion no mostraron cambios en los niveles proteicos
de CDK 4 inducidos por la hormona. La caida de CDK 4 a las 48 y 72 horas coincide con el
avance del proceso de diferenciaciébn. En cambio el comportamiento de la CDK 6 es
diferente, ya que aumento6 a las 6 horas de tratamiento con 1,25D y disminuy6 sus niveles a
las 12 horas de estimulacion hormonal, sin mostrar cambios significativos a las 24, 48 y 72
horas. Es de importancia resaltar que en las células que carecen de VDR (C2C12shVDR) la
hormona no fue capaz de regular la expresion de las CDK 4/6 a las 6 horas, ni provocar los
aumentos estadisticamente significativos observados en las C2C12wt a las 12 horas de
tratamiento. Los resultados muestran que se requiere este receptor para aumentar los

niveles proteicos de CDK 4/6 durante la proliferacion. Por todo esto se sugiere que las CDK
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4/6 son parte del mecanismo por el cual la hormona regula la proliferacién celular en este
tipo de tejido. Los datos aqui presentados evidencian ademas la intervencion de ERK 1/2 en
la expresion de las CDK 4/6 durante la proliferacion celular, asi como fuera descripta para
otros tipos celulares (Malumbres y Barbacid 2009) y la participacion de p38 MAPK en los
cambios de expresion de las CDKs mencionadas también se ha evidenciado en otro tipo
celular (Calvo et al. 2014). Se evidencia que el tratamiento con la hormona (en este estado
de proliferacion) permite la interaccion entre VDR y CDK 4 para regular su actividad
transcripcional, tal vez de forma similar a como lo hace con la ciclina D3, y previamente se
reporté que esta interaccion neutraliza la interaccion del VDR con la ciclina D3 (Jian et al.
2005). En conjunto, los resultados presentados en este trabajo muestran que el VDR, ERK
1/2 y p38 MAPK estan implicados en la induccién de los niveles proteicos de las CDK 4/6
por el 1,25D a las 6 horas de tratamiento. El 1,25D modula la localizacion intracelular de las
CDKs y promueve la co-localizacion de la CDK 4 y del VDR, tal vez como un modo de
regular la actividad transcripcional de este receptor hormonal.

1WalCPL como el p27XP"* son CKis, sin embargo cada uno tiene acciones

Tanto el p2
especificas durante el proceso de diferenciacién miogénica (el-Deiry et al. 1994; Guo et al.
1995). La induccién de la expresién del CKI p27X"* es un paso critico temprano de la
sefalizacion dependiente de N-cadherina quien esta involucrada en la miogénesis,
mostrando un rol activo de este CKI en la decision de los mioblastos a diferenciarse
(Messina et al. 2005). Es de relevancia que cuando los mioblastos C2C12 comienzan a
expresar los CKls, p21"¥cP! (Andrés y Walsh 1996) y p27¢"* (Franklin y Xiong 1996), se
retiran del ciclo celular y se determinan en la diferenciacion de células musculares maduras.
En los estudios de esta Tesis, se mostro que el 1,25D aumenta los niveles proteicos de los
CKls p21"aCirt y n27"P! durante el arresto en fase GO/G1 y de manera dependiente de la
activacion de p38 MAPK y de la expresion del VDR. De acuerdo con estos resultados, se ha

demostrado previamente que el 1,25D regula positivamente los CKls p21%/ct y pp7kiPt

(Verlinden et al. 1998) y, més interesante, se ha descrito al gen del CKI p21**™/“** como un
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target transcripcional del VDR (Freedman 1999), con un VDRE funcional ubicado en su
promotor (Liu etal. 1996). En células musculares lisas vasculares, la actividad de p38
MAPK media la transcripcién del gen del CKI p21"¥“P(Moon, Jung y Kim 2004). Sin

1waf1/Cip1

embargo, la participacién de p38 MAPK en la expresién del CKI p2 inducida por la
hormona, no habia sido previamente reportada y hasta hoy, este resultado es inédito. Con
respecto al CKI p27“P! se conoce que el VDR funciona como el componente de
transactivacion del complejo VDR-Spl que dispara la expresion de su gen (Cheng et al.
2006). Ademas, la regulacién positiva del CKI p27¥"* que genera el tratamiento con el
1,25D, es bloqueada por el inhibidor de p38 MAPK (Miura et al. 2005), en forma analoga a
mis resultados. En forma similar a lo mencionado para el CKI p21*“#/“"! |os resultados
presentados en esta Tesis doctoral, son los primeros reportes que muestran que el 1,25D
induce al CKI p27"* con la necesaria activacion de p38 MAPK.

La regulacion de la diferenciacion de mioblastos aviares por 1,25D fue descripta
por primera vez en nuestro laboratorio (Capiati, Téllez-Ifién y Boland 1999). Mas tarde, fue
demostrado que el VDR era necesario para el normal desarrollo del musculo esquelético y
la correcta expresion de factores de transcripcidbn mioregulatorios en ratones y en células
murinas (Endo et al. 2003), Ademas, previamente se demostr6 que la hormona induce la
expresion de MHC y la miogenina en los estadios tempranos de la diferenciacién de células
C2C12 cultivadas en MdD (Buitrago, Arango y Boland 2012). La presencia de miogenina
asegura la expresion de MHC y modula el subsecuente desarrollo del miotubo,
demostrando que la miogenina actia mas temprano en la determinacion de la diferenciaciéon
de mioblastos (Davie et al. 2007). En este trabajo, hemos podido demostrar que el 1,25D
induce un mantenido aumento en la expresién de miogenina de células C2C12wt, mientras
gue los niveles proteicos de miogenina permanecen indetectables en las células
C2C12shVDR, al igual que cuando la p38 MAPK esta inhibida, reafirmando el rol
determinante que tiene el VDR y la p38 MAPK en la diferenciacién muscular llevada a cabo

por el 1,25D. Ademas, se evidencid que en células C2C12 transfectadas con un siRNA
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contra el ARNm de la ciclina D3, la expresion de la miogenina es suprimida. Esto muestra
claramente que el comienzo del programa de diferenciacion inducido por el 1,25D en células
C2C12, requiere de la expresion del VDR y de la activacion de p38 MAPK. Sin embargo, en
mioblastos C2.7 deficientes de ciclina D3, los cambios en la expresion de miogenina no
pudieron determinarse (De Luca et al. 2013). Esto podria explicarse dadas las diferencias
en los disefios experimentales (como el uso de un MdD para el crecimiento y el abordaje
experimental) o, quizas, de otras vias de sefializacion que no estan reguladas por el 1,25D y

gue estan involucradas en la expresion de la miogenina.

Conclusiones

La accion de la hormona esteroide 1,25D en la proliferacion y diferenciacion de
células de musculo esquelético antes reportada (Buitrago, Arango y Boland 2012) ha sido
exitosamente confirmada y ampliada en las investigaciones de esta Tesis Doctoral. En el
comienzo del proceso de diferenciacion de las células C2C12 inducido por el tratamiento
con el 1,25D es evidente que el VDR y la p38 MAPK estan significativamente involucrados
ya que conducen a un arresto de las células en la fase GO/G1, acompafado de un aumento
en la expresiéon de la ciclina D3 y de los CKls, p21"¥CPt y p27X%1  Ademas, el 1,25D
promueve la colocalizacion del VDR y la ciclina D3 en forma dependiente de la activacion de
la p38 MAPK, y esta ciclina es necesaria para la induccion de la expresién del VDR y la
proteina miogenina inducida por el 1,25D. Estos hallazgos avanzan en la elucidacion de los
mecanismos por los cuales la hormona desencadena la diferenciacion de los mioblastos, los
cuales suman en sus conocidos efectos sobre el crecimiento y la regeneracion del musculo
esquelético, pero sin duda gracias a estas investigaciones se ve revelando un importante rol
del VDR y de la p38 MAPK en las acciones fisiologicas del 1,25D en el musculo esquelético
normal.

Ademas, los resultados presentados en este trabajo muestran que el VDR, ERK
1/2 y p38 MAPK estan implicados en la induccion de los niveles proteicos de las CDK 4/6

dependiente de la hormona. El 1,25D modula la localizacion intracelular diferencial de las
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CDK 4/6 y promueve la colocalizacion del VDR con CDK 4, probablemente con el objetivo

de regular la actividad transcripcional del receptor hormonal.

Resumen
1,25D 00\
\ I"'. ‘ "I-' ‘ "“ ; ..“ : ‘ o ‘ ,
AR L
C2Cl12

on
196

Picofase S

Arresto

j pro-diferenciativo
Pm"_

llustracién 15. Resumen del Capitulo I. Durante la fase proliferativa, el tratamiento con
1,25D promueve la expresion del VDR y la activacion de la p38 MAPK y ERK 1/2, que
promueven la expresion de las CDK 4/6. Mas tarde, durante el arresto promotor de
diferenciacion, iniciado por el 1,25D, la expresion del VDR y la activacion de la p38 MAPK
son esenciales para promover el aumento en la expresion de la ciclina D3, de los CKls p21
y p27, y del marcador de diferenciacién muscular miogenina, el cual también necesita que la
ciclina D3 se exprese.
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Rol del 1.25D en el ciclo celular de células
musculares esqueléticas transformadas.
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Resultados

Expresion del VIR en células RD.

Shabahang y colaboradores reportaron la expresion del VDR en células de RMS
diferentes a la linea celular RD (Shabahang et al. 1996) y afios después se reportd la
expresion del VDR en cultivo celular primario de RMS embrionario (Uhmann et al. 2012).
Sin embargo no existen otras investigaciones y nunca ha sido reportada la expresion de
VDR en células RD. Dado que el cultivo de células RD son uno de mis modelos
experimentales, se consider6 absolutamente necesario evaluar la expresiéon de VDR en
células RD, tanto en su estado basal (sin tratamiento) como estimuladas con diferentes
dosis de 1,25D. Para ello se expuso a las células RD al tratamiento con 1,25D (1, 10 y 100
nM) por diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas) y su vehiculo etanol y se evidencié que las
células RD expresan VDR en condicién basal y que el tratamiento hormonal induce un
aumento en la expresién de este receptor a 24 y 48 horas. Ademas, el tratamiento con la
hormona durante 72 horas disminuye la expresion del VDR y esta reduccibn es mas

pronunciada cuando las células son tratadas con 1 nM de 1,25D (Figura 17).

Figura 17. Las células RD expresan VDR.

s5k0a MRS S o<
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24 48 72 --h

Las células RD fueron estimuladas con 1,25D (1, 10 y 100 nM) o su vehiculo (etanol al
0,001 %) por 24, 48 y 72 horas. Los analisis Western Blot fueron llevados a cabo con el
anticuerpo anti-VDR. Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH
para asegurar la carga igualitaria de los geles. Se muestran los inmunoblots

representativos de tres experimentos independientes.
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EL tratamiento con 1,25D inhibe la proliferacion de las células.

Conociendo el desempefio del receptor en este tipo celular, a continuacion se
evalud la cantidad de células viables durante el tratamiento hormonal. Usando la tincion de
azul de Tripan se evidencié que no existen diferencias significativas en la cantidad de
células viables entre los controles (etanol 0,001 %) y los tratamientos a 24 y 48 horas.
Ademds en este resultado se puede observar que las células RD duplican su poblacion
cada 24 horas. Sin embargo, a las 72 horas de tratamiento con 1,25D (1 nM) la cantidad de
células vivas disminuye significativamente en un 37,2 % (8933 + 677 células en la condicion
control vs 5600 * 312 células en el tratamiento con 1,25D) (Figura 18 - A). A la luz de estos
resultados se analizé la distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular
por marcacion con IP y citometria de flujo. Estos resultados muestran claramente una
disminucion en el porcentaje de las células en fase S a las 48 y 72 horas de tratamiento
hormonal, siendo este ultimo tiempo el que presenta el menor porcentaje de células en fase
S analizada. De acuerdo con esto, la fase GO/G1 aumenta a las 48 horas y muestra un pico
a las 72 horas de tratamiento. Curiosamente, se observa un aumento significativo del

porcentaje de células en fase G2/M a las 72 horas de tratamiento (Figura 18 - B).
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Figura 18: Las células RD se arrestan a las 72 horas de tratamiento con 1,25D
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Las células RD fueron estimuladas por el 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 %) por 24, 48 y
72 horas. A. el tratamiento con 1,25D reduce el nUmero de células vivas a las 72 horas. Las
células muertas fueron marcadas con el colorante azul de Tripén, y se contaron las células
vivas usando una camara de Neubauer. ** p < 0,01. B. Distribucién de las células RD en las
diferentes fases del ciclo celular. El ciclo celular fue analizado por marcacién con IP y

citometria de flujo. a,b,c = p < 0,001.

Lahormona provoca cambios en la expresion de proteinas claves en la detencion

del ciclo celular en células RD.

Aunque los resultados previamente expuestos mostraban sin duda que la hormona
no promueve la proliferacion de las células RD, se analizé la expresion de dos proteinas
importantes relacionadas al estado de proliferacién: el CKI p15™“* y |a CDK6. Entre los
mecanismos de inhibicién del crecimiento, es muy conocido el aumento de la expresiéon de
p15™K** (Krimpenfort et al. 2007). Por otro lado, esta reportado que los niveles de CDK6 se
mantienen relativamente estables durante el ciclo celular (Duronio y Xiong 2013). Cuando

5Nk en estas células, se evidencié que su expresion

analizamos el desempefio de pl
disminuye significativamente a las 72 horas de estimulo hormonal (Figura 19.B) y, como se
esperaba, la expresion de la CDK6 no mostr6 ningun cambio (Figura 19.C). Estos

resultados muestran una inhibicion de la proliferacion inducida por el tratamiento hormonal.
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Figura 19: Cambios en la expresién del CKI p15™“*y de CDK6 en células RD
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Las células RD fueron estimuladas por el 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 %) por 24,

48 y 72 horas. Los andlisis Western Blot fueron llevados a cabo con los anticuerpos anti-

p15 ™" y anti-CDK6. Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH

para asegurar la carga igualitaria de los geles. Se muestran los inmunoblots
representativos (A) y las cuantificaciones de p15™“° (B) y CDK6 (C) de tres

experimentos independientes.

EL tratamiento con 125D no provoca cambios en la morfoLogEa de las células RD

Dado los cambios morfolégicos que sufren los mioblastos durante la diferenciacion
a miotubos multinucleados, se considerd necesario realizar un seguimiento de observacion
de la morfologia de las células RD tanto en estado basal como durante diferentes tiempos
(24, 48 y 72 horas) de estimulacion hormonal (1 nM). Como se puede observar en la Figura

20 las células durante todo momento presentan una morfologia poligonal con un Unico
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nacleo redondo central y tamafio adecuado y ninguno de los tiempos ni tratamientos
provoca cambios morfol6gicos detectables en un microscopio 6ptico de contraste de fase. Si
se destaca que a 72 horas de tratamiento con la hormona se puede observar una notoria
disminuciéon en la cantidad de las células adheridas, resultado que concuerda con los
ensayos de viabilidad celular presentados anteriormente, y que en general son de tamafio

mas pequefio.

Figura 204. Seguimiento de la morfologia de las células RD estimuladas con 1,25D o su

vehiculo

Horas —

Ctrl

1,25D
(1 nM)

Las células RD fueron estimuladas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (etanol 0,001 % -
Ctrl) durante 24, 48 y 72 horas. A cada tiempo indicado, las células fueron fijadas con
paraformaldehido 0,4 % y luego fotografiadas. Se muestran micrografias representativas

de diez campos por condicién.

EL tratamiento de las células RD con la hormona disminuye la expresion de

marcadores de la diferenciacion muscular.

Sabiendo que el tratamiento con 1,25D inhibe la proliferacion de las células RD y
desencadena el arresto significativo de células en la fase G2/M se evalud si este arresto
celular dependiente del 1,25D era la entrada en el programa de diferenciacion disparado por
la hormona, como hemos determinado en las células de musculo esquelético normales

C2C12. Para abordar este objetivo, se analizaron los niveles proteicos de ciclina D3,
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1Wa/CPl y de miogenina. Estas proteinas estan reportadas como marcadores tempranos

p2
de la diferenciacion del musculo esquelético (Gurung y Parnaik 2012; Parker et al. 1995;
Andrés y Walsh 1996) que aparecen en las células comprometidas a la diferenciacion, aun
cuando no presentan cambios morfolégicos (Irazoqui, Boland y Buitrago 2014). Se supuso
entonces que, a las 72 horas de tratamiento con la hormona, cuando se observaron las
células RD al microscopio éptico no presentaban cambios morfolégicos detectables, si el
proceso de diferenciacion se estaba desencadenando por estimulo del 1,25D, deberia estar
en una etapa temprana. Llamativamente, cuando se determinaron los niveles de las

proteinas ciclina D3, p21Waf1/Cip1

y miogenina por Western blot se determind que la expresién
de estos marcadores no variaba ni a 24 ni a 48 horas de tratamiento. Sin embargo, pudimos
determinar que a las 72 horas de estimulo con la hormona la expresién de la ciclina D3, el
p21VariCrl v |a miogenina se encontraban significativamente disminuidas (Figura 21). Estos
resultados muestran claramente que el 1,25D no esta promoviendo el programa de re-

diferenciacion en las células RD y que el arresto celular observado no es parte del proceso

de diferenciacioén celular.
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Figura 21: El tratamiento con 1,25D disminuye la expresion de marcadores tempranos de

diferenciacion muscular a 72 horas de tratamiento
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Las células RD fueron tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol)
durante 24, 48 y 72 horas. Los andlisis Western Blot fueron llevados a cabo utilizando los
anticuerpos anti-ciclina D3, anti-p21 y anti-miogenina. Las membranas fueron
rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH para asegurar la carga igualitaria de los
geles. Se muestran los inmunoblots representativos de tres experimentos independientes

(A) y la cuantificacion mostrando la media + el DS de ciclina D3 (B), p21 (C) y miogenina
(D).
EL tratamiento con 1250 provoca el aumento de dos proteinas: CDK4 y ciclina DI

considerados regutadores de la apoptosis

Teniendo en cuenta que las células RD arrestadas en la fase G2/M no se estaban

diferenciando y que el tratamiento hormonal por 72 horas disminuye significativamente el
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namero de células vivas, hipotetizamos que el 1,25D a este tiempo estd conduciendo a las
células RD a la muerte celular y decidimos, en primer lugar evaluar signos de apoptosis
temprana.

Para abordar este objetivo, primeramente se analizd la expresion de CDK4 y de
ciclina D1, ya que estas proteinas han sido reportadas como reguladores claves de la
apoptosis (Katayama et al. 2003). Al realizar analisis de estas proteinas por Western blot
usando anticuerpos especificos se evidencié un aumento a las 24 horas de tratamiento con
respecto al control en la ciclina D1, que junto con la disminucion significativa en pl5,
observada a este mismo tiempo, pueden significar un intento de supervivencia
desencadenado por la célula, ante el tratamiento con 1,25D. Sin embargo, no se
encontraron diferencias de expresion con respecto a la condiciéon control ni a 48 horas de
tratamiento. De relevancia, a 72 horas de tratamiento con 1,25D se evidencié un aumento

significativo en la expresion de la CDK4 y también en la ciclina D1 (Figura 22).
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Figura 22: El 1,25D induce reguladores claves de la apoptosis a 72 horas de tratamiento
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Las células RD fueron tratadas con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol) por
24, 48 y 72 horas. Los analisis Western Blot fueron llevados a cabo utilizando los
anticuerpos anti-ciclina D1 y anti-CDK4. Las membranas fueron rehibridadas con el
anticuerpo anti-GAPDH para asegurar la carga igualitaria en las calles de los geles. Se
muestran los inmunoblots representativos de tres experimentos (A) y la cuantificacion
mostrando la media * el DS de ciclina D1 (B) y CDK4 (C).

* p < 0,05 vs control.

Desorganizacion de la red mitocondrial promovida por el 1,25D.

En una célula saludable, las organelas encargadas de la produccion de energia
son las mitocondrias. Estas se encuentran distribuidas uniformemente en el interior celular
formando una red, denomina “red mitocondrial” cuando las células estan metabdlicamente
viables. Uno de los eventos tempranos que ocurre cuando se dispara la apoptosis es el
agrupamiento perinuclear de las mitocondrias y una reduccién de su tamafio acompafada

de una hiperdensidad de la matriz, caracteristicas conocidas como “picnosis mitocondrial”’
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(Desagher y Martinou 2000). Dado que el aumento de los niveles de CDK4 y ciclina D1 nos
indicaba que el 1,25D dispara reguladores claves de la apoptosis a las 72 horas de
tratamiento, se quiso confirmar la induccién de eventos apoptéticos por el 1,25D a este
tiempo. Para ello, pusimos nuestra atencion en la red mitocondrial celular a través de
estudios basados en la inmunocitoquimica. A las 72 horas de tratamiento hormonal, las
células RD mostraron una disrupcion de la red mitocondrial normal (observada en estado
basal) y la consecuente picnosis mitocondrial y redistribucion alrededor del nucleo, a
diferencia de la red de mitocondrias normales que se observoé en las células control que aln

permanecian saludables (Figura 23).
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Figura 23: El 1,25D promueve la picnosis mitocondrial y la relocalizacién de las

mitocondrias a las 72 horas de tratamiento.

72 hours

Ctrl

1,25D (1 nM)

Las células RD se trataron con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % etanol) por 72
horas e inmediatamente se desarrollaron ensayos de inmunocitoquimica usando
Mitotracker (rojo) para marcar las mitocondrias y DAPI (azul) para marcar los nucleos.
Las micrografias fueron tomadas con una camara Nikon acoplada a un microscopio
de epifluorescencia. Se muestran las micrografias representativas de tres
experimentos independientes, donde se tomaron 10 fotos de cada condicion, en cada

experimento.

EL tratamiento con 125D de células RD disminuye el porcentaje de células vivas y

aumenta la apoptosis temprana y tardia.

El progreso de la apoptosis esta caracterizado por diferentes eventos. Cuando una
célula estd entrando en apoptosis, uno de los primeros eventos que sucede es la
externalizacion de la PS, que en una célula saludable se encuentra Unicamente en la

hemicapa interna de la membrana plasmatica (Vermes etal. 1995). Este proceso de
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externalizacion es facilmente detectable por citometria de flujo, utilizando AV conjugada a
un fluoréforo, ya que ésta se une a la PS. Pero, este proceso de detecciéon de PS no es
exclusivo de apoptosis, sino que se da también durante la necrosis. La diferencia entre
estas dos formas de muerte celular es que durante las etapas iniciales de la apoptosis la
membrana celular se mantiene intacta, mientras que en todo momento de la necrosis la
membrana plasmética pierde su integridad y se perfora. Por lo tanto la medicién de la union
de la AV a la superficie celular como indicativo de la apoptosis tiene que estar acomparfiado
de una prueba con colorante de exclusion que permita establecer la integridad de la
membrana celular. El ensayo de deteccién de AV conjugada a FITC en conjunto con IP,
como marcador de integridad de la membrana plasmatica, muestra que el tratamiento con
1,25D (1nM) durante 72 horas disminuye el porcentaje de células vivas y aumenta tanto la

apoptosis temprana como la tardia en comparacion al control (Figura 24).
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Figura 24. El estimulo de 1,25D durante 72 horas disminuye el porcentaje de células vivas y

aumenta el porcentaje de células RD en apoptosis.
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Las células RD fueron tratadas con 1,25D (1 nM) durante 72 horas. Luego del tratamiento
las células fueron tripsinizadas y marcadas con AV conjugada a FITC y con IP, y analizadas
por citometria de flujo. Se muestran los graficos de puntos representativos (A) y sus
cuantificaciones mostrando la media + DS (B) de tres experimentos independientes.

*p < 0,05 vs control; ** p < 0,01 vs control.

Discusidon

El metabolito activo de la vitamina D, el 1,25D, es un reconocido potente regulador

del crecimiento celular y de la diferenciacion. Sin embargo, también existe enorme cantidad

121



Capitulo 11 — Rol del 1,25D en rabdomiosarcoma

de evidencia de sus efectos opuestos provocando la muerte celular, inhibiendo la invasion
tumoral y la angiogénesis en células transformadas, convirtiendo a este metabolito en un
excelente agente candidato para la regulacion del cancer (Vuolo et al. 2012). A pesar de
esto, no existe una relevante cantidad de investigaciones sobre el uso de 1,25D en
rabdomiosarcomas. En 1996, Shabahang y colaboradores demostraron la existencia del
VDR en células de sarcoma de tejido blando, entre las que incluian dos lineas de RMS
diferentes a las RD, y sugerian una correlacion entre los niveles del VDR en las células y el
grado de inhibicién del crecimiento celular que impartia el 1,25D, en altas concentraciones
de 10°y 107 M (Shabahang et al. 1996). En este trabajo, se reporta por primera vez que las
células RD expresan el VDR y que el tratamiento con 1,25D a dosis de 107, 10%y 10° M
induce un incremento de su expresion tanto a 24 como a 48 horas de tratamiento. Sin
embargo, a las 72 horas de exposicibn hormonal, la expresion del VDR disminuye
notablemente. A este mismo tiempo, se evidencia una aguda disminucién en el nimero de
células viable / vivas y, de relevancia, también se evidencia una marcada reduccién en el
porcentaje de células en fase S, con los porcentajes de células arrestadas en las fases
GO0/G1 y G2/M, aumentados, todos de manera significativa. Ademas, la sobreexpresién del
CKI p15™K** muestra la inhibicién de la proliferacién indudable, asi como Krimpenfort et al.,
habian reportado previamente (Krimpenfort et al. 2007). Por otro lado, al analizar el perfil de
expresion de CDKG6, no se observd ninglin cambio, lo cual es consistente con lo reportado
previamente, que los niveles de CDKs en general, se mantienen constantes a lo largo de
ciclo celular (Morgan 1995).

Una terapia ampliamente aceptada contra los sarcomas es la re-diferenciacion de
las células con crecimiento anormal a su tejido original, ain mas en eRMS, como las células
RD, ya que se trata de un cncer no muy agresivo (Dancsok, Asleh-Aburaya y Nielsen
2016). Los resultados del capitulo | mostrados (en concordancia con otros trabajos
previamente publicados del laboratorio donde he desarrollado esta tesis) y de otros grupos

de investigacién reportaron previamente que el tratamiento de mioblastos normales con
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1,25D (10° M) induce la diferenciacion y la formacién de miofibrillas funcionales (Garcia
et al. 2011; Boland, Buitrago y De Boland 2005; Girgis, Clifton-Bligh, et al. 2013; Garcia
et al. 2013; Ryan et al. 2013; Olsson et al. 2016; Irazoqui et al. 2015; Buitrago, Arango y
Boland 2012; Girgis, Clifton-bligh, et al. 2013; Pojednic y Ceglia 2014; Buitrago et al. 2006;
Irazoqui, Boland y Buitrago 2014). Sin embargo, es importante recordar que, en diferentes
tipos de céncer, el 1,25D promueve la apoptosis. Los resultados aqui expuestos muestran
claramente que no hay cambios morfol6gicos observables en las células RD estimuladas
con 1,25D (1 nM) por 24, 18 o 72 horas. Sin embargo, al analizar marcadores tempranos de
la diferenciacion muscular como son la ciclina D3 (Irazoqui, Boland y Buitrago 2014; Gurung
y Parnaik 2012; De Luca et al. 2013), p21Va™/CP! (L ee et al. 2008; Parker et al. 1995) y la
miogenina (Andrés y Walsh 1996; Olguin y Olwin 2004), los andlisis Western Blot no
detectaron ningin cambio en sus niveles a las 24 o 48 horas, pero si se evidencié una
significativa disminucion de estas tres proteinas marcadoras de diferenciacion a las 72
horas de estimulo hormonal. Por lo tanto las células RD arrestadas en fase GO/G1l y
también en la fase G2/M a las 72 horas de estimulacion con la hormona esteroide 1,25D no
estaban siendo conducidas a la diferenciacién, como ocurre en las células musculares
esqueléticas normales C2C12 (Irazoqui, Boland y Buitrago 2014). De relevancia, debe
tenerse en cuenta que las células tumorales de eRMS mas diferenciadas, resultan ser
altamente migratorias, capaces de invadir tejido normal adyacente e incluso intravasar y
dispersarse por via sanguinea (Ignatius et al. 2012). Estos resultados muestran un aumento
de la muerte celular a las 72 horas.

En diferentes tipos de cancer, el 1,25D promueve la apoptosis (Wang y
Tenniswood 2014; Walentowicz-Sadtecka et al. 2013; Chiang y Chen 2013). Lohberger et al.
reportaron previamente que un extracto de Quiscalis indica induce un arresto celular en la
fase G2/M seguido de apoptosis en células de sarcoma de tejido blando (Lohberger et al.
2015). En este trabajo de tesis se evidencia que a las 72 horas de tratamiento con 1,25D,

las células RD muestran un arresto en la fase G2/M y una sobreexpresién de marcadores
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de apoptosis tempranos, como la ciclina D1 y la CDK4, tal como ocurre en el cancer de
pulmén (Dobashi et al. 2004). En las primeras etapas de la apoptosis, la mitocondria sufre
una reduccion en el tamafio y se condensa generando la hiperdensidad de su matriz,
caracteristicas que a menudo se refieren como “picnosis mitocondrial”. Ademas, al mismo
tiempo se observa que las mitocondrias se redistribuyen alrededor del nucleo (Desagher y
Martinou 2000). En el desarrollo de estos estudios cientificos, se reporta que la estimulacion
hormonal de las células RD por 72 horas induce una re-localizacién de las mitocondrias
hacia el la periferia del nucleo con la asociada picnosis mitocondrial, mostrando claramente
gue los eventos tempranos de induccion de la apoptosis han sido disparados, en estas
células por la hormona 1,25D.

La externalizacion la PS es un evento temprano y generalizado durante la
apoptosis de una variedad de tipos de células murinas y humanas, independientemente del
estimulo iniciador, aunque la membrana plasmatica permanece integra (Martin et al. 1995).
A medida que el proceso de apoptosis avanza, se pierde la integridad en la membrana
celular y se vuelve permeable, perdiendo la capacidad de excluir al colorante cationico
fluorocromo IP (Smolewski et al. 2002). De esta forma, el uso de AV en conjunto con el IP
es un método ampliamente utilizado para clasificar a las células en las diferentes etapas de
la apoptosis (Demchenko 2012; Bertho, Santiago y Coutinho 2000). En este trabajo se
evidencié que el tratamiento con 1,25D (10° M) durante 72 horas promueve una
disminucion significativa de las células vivas en conjunto con un aumento de las células en
apoptosis temprana y tardia, tal como esta reportado para diferentes tipos de cancer, donde
el calcitriol actia como anti-neoplasico, al inducir la apoptosis (Ma et al. 2013; Gonzalez-

Pardo et al. 2014; Diaz et al. 2015)

Conclusién

Los resultados obtenidos en células RD, en su conjunto, demuestran que el 1,25D
en concentracion de 1 nM durante 72 horas causa la entrada en apoptosis de este tipo

celular.
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Resumen

éllas

PROLIFERACION

llustracion 16: Resumen del Capitulo II. El tratamiento con 1,25D durante 72 horas
provoca una inhibicién en la proliferacion (ya que disminuye la cantidad de células vivas y
aumenta la expresion de p15), no promueve la diferenciacion (ya que no se observan
cambios morfologicos y disminuye la expresion de marcadores de diferenciacion tempranos)
y estimula la apoptosis (aumentando la expresion de los mediadores ciclina D1y CDK4 y

causando picnosis mitocondrial).
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Acciones rdpidas no genomicas del 1,250 en células
musculares normales y de rabdomiosarcoma.
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Resultados

Modulacion de ERK 1/Z, p8 MAPK y Src en células CZCIZ en proceso de

diferenciacion: rol del VDR

Previamente fue reportado la participacion de Src en la sefializacién rapida no-
gendémica del 1,25D que conduce a la activacion de ERK 1/2 y p38 MAPK en células
C2C12, tanto en estado proliferativo como durante la diferenciacion tardia (Ronda, Buitrago
y Boland 2010; Buitrago et al. 2006). En las investigaciones de esta seccién, el enfoque
experimental que se ha seguido fue dejar crecer las células C2C12 durante 48 horas en
MdC y luego cambiarlas a MdD, en donde permanecieron por 24 horas mas, previo a la
realizacion de los tratamientos. Esto permite que las células hayan entrado en el programa
de diferenciacién, pero aun permanezcan en una etapa temprana siendo poligonales y
mononucleares, tal como se muestra en Materiales y Métodos, en las micrografias de la
llustracion 14, panel central. Bajo este disefio experimental obtuvimos resultados que
muestran en C2C12wt que las MAPKs ERK 1/2 disminuyen progresivamente su estado de
fosforilacion basal (activacion) con el avance del tiempo a 15, 30 y 60 minutos (Figura 25 -
A). Al comparar las condiciones control con las condiciones estimuladas por la hormona
1,25D (1 nM) a cada tiempo experimental, podemos determinar que no existen cambios
significativos en la activacién de ERK 1/2 ni a 15 ni a 30 minutos de exposicion hormonal,
pero que el 1,25D provoca un aumento significativo en la fosforilacion de ERK 1/2 a los 60
minutos de estimulacion (Figura 25- B). Contrariamente al perfil de actividad de ERK 1/2, se
evidenci6 que los niveles basales de p38 MAPK activa no variaban a lo largo del tiempo (15,
30 y 60 minutos) y que esta quinasa respondia al tratamiento hormonal aumentando su
fosforilacion de manera significativa tanto a 15 como a 30 minutos de estimulacion con
1,25D, pero no se observaron cambios dependientes del 1,25D en la activacién de p38
MAPK a 60 minutos de exposiciéon hormonal. Respecto del comportamiento de Src, se pudo

determinar que el 1,25D no provoca cambios significativos a 15 minutos, induce un pico en
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la activacién de esta quinasa a 30 minutos de estimulo con el esteroide y esto retorna a
niveles basales a los 60 minutos de tratamiento con el esteroide (Figura 25 - B).

Para determinar la participacion del VDR en la regulacion de las quinasas
mencionadas, se realizaron las mismas estimulaciones hormonales en células
C2C12shVDR. Se determind que el patron basal de activacién de ERK 1/2 fue similar al
observado en las células C2C12wt, ya que a 15 minutos en la condicién control hay una
mayor cantidad de ERK 1/2 fosforilada que a 30 y a 60 minutos (Figura 25 - C). La
activacion de ERK 1/2 dependiente del 1,25D disminuy6 en forma significativa a 15 minutos
de tratamiento, fue muy variable a los 30 minutos en los distintos experimentos, no
permitiendo estos resultados mostrar un cambio con valor significativo en la activacion de
ERK1/2 y permanecio inalterable a 60 minutos de estimulacion hormonal (Figura 25 - D). En
cuanto al perfil de activacion de p38 MAPK, se pudo evidenciar un pico de activacion
significativo a los 30 minutos de exposicidbn hormonal y ademas se determiné una caida
abrupta en la fosforilaciéon de esta quinasa a los 60 minutos de tratamiento con 1,25D. La
activacion de Src cay6 de manera significativa a los 30 minutos de induccion hormonal, pero

aument6 muy significativamente a los 60 minutos con el esteroide, con respecto al control.
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Figura 25: El 1,25D promueve la activacion de ERK 1/2, p38 MAPK y Src rapidamente

en C2C12. El silenciamiento del VDR modifica la regulacion de estas quinasas.
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Las células C2C12wt y C2C12shVDR en diferenciacion temprana fueron estimuladas por
15, 30 y 60 minutos con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol). Los andlisis

Western Blot se realizaron utilizando los anticuerpos anti-p-ERK 1/2, anti-p-p38 y anti-p-

Src (cada uno de los cuales solo reconoce la forma activada de la proteina

correspondiente). Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH

para asegurar que la carga de los geles haya sido igualitaria. Se muestran los

inmunoblots representativos de tres experimentos independientes de C2C12wt (A) y de

C2C12shVDR (C). Ademas se muestran las cuantificaciones mostrando las medias = los
DS de las C2C12wt (B) y de las C2C12shVDR (D).

*p < 0,05 vs control; ** p < 0,01 vs control.
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Expresion de las ciclina DI y D3 y de caveolina-| durante tratamientos cortos con

1250: participacion del VOR

Cuando el programa de diferenciacion muscular es disparado, se observa un
aumento en la expresion de la ciclina D3 mientras que la expresion de la ciclina D1
disminuye (Gurung y Parnaik 2012). Por otro lado, también ha sido reportado que la
expresion de cav-1 aumenta cuando las células musculares satélites se activan en
respuesta a una lesion y también durante su diferenciacion (Volonte 2004). Los resultados
gue se muestran en esta Tesis, evidencian que tanto la expresion de cav-1 como la de las
ciclinas D1 y D3, no varian en respuesta al tratamiento hormonal con el 1,25D (1 nM)
durante 15, 30 y 60 minutos en células normales C2C12wt (Figura 26). La ausencia del
VDR en las células C2C12 (C2C1shVDR) tampoco provoc6 ningun cambio en cav-1 ni en
las ciclinas mencionadas, a ninguno de los tiempos de estimulacién hormonal estudiados
(15, 30 o 60 minutos). Probablemente, el hecho de que estas proteinas se mantengan sin
variaciones significativas esté relacionado a los tiempos muy cortos de estimulacién con

1,25D analizados.
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Figura 26: El tratamiento con 1,25D en células C2C12wt y en células C2C12shVDR no

provoca cambios en la expresién de cav-1, ciclina D1 o ciclina D3.
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Las células C2C12wt y C2C12shVDR fueron estimuladas por 15, 30 y 60 minutos con

1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol). Los andlisis Western Blot se realizaron

utilizando los anticuerpos anti-cav-1, anti-ciclina D1 y anti-ciclina D3. Las membranas

fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-GAPDH para garantizar que el cargado de

cada calle del gel haya sido equitativo. Se muestran los inmunoblots representativos de
tres experimentos independientes de C2C12wt (A) y de C2C12shVDR (C). Ademas se

muestran las cuantificaciones con los valores medios * los DS de las C2C12wt (B) y de

las C2C12shVDR (D).
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Modulacion de ERK 1/2, p38 MAPK y Src por el 1,250 en células RD

Como se ha mencionado anteriormente, las células RD sometidas a tratamientos
con 1,25D a diferentes tiempos, mayores de 24 horas, no muestran ningun signo de
induccién a la diferenciacion. Ha sido reportado inclusive que el estimulo con medio
suplementado con suero de caballo, no es capaz de inducir la diferenciacién en este tipo
celular (Knudsen et al. 1998). Por lo tanto, para evaluar los efectos rapidos del 1,25D en
este tipo celular se decidio realizar los ensayos en las células RD en MdCag y sin cambiar
este medio de cultivo. Tanto la tirosina quinasa no receptora Src como la de p38 MAPK,
estan involucradas en diferentes procesos celulares como crecimiento, diferenciacion, forma
celular, migracion, supervivencia y apoptosis (Zarubin y Han 2005; Parsons y Parsons
2004). Ha sido reportado que Src se activa por el tratamiento con 1,25D en el orden de los
minutos en células musculares normales (Buitrago et al. 2000; Morelli et al. 2000), asi como
también ocurre la activacion rapida de la via p38 MAPK, a través de Ras / Src / MKK 3/6
(Gocek, Kietbinski y Marcinkowska 2007; Buitrago etal. 2006) en células musculares
esqueléticas normales. Por otro lado, la via de ERK 1/2 puede inducir tanto la proliferacion
celular como la apoptosis dependiendo de su localizacién intracelular (Mebratu y Tesfaigzi
2009) y también esta reportado que esta quinasa se activa rapidamente (en el orden de los
minutos) después del estimulo hormonal en células C2C12 (Ronda et al. 2007).

Los resultados aqui mostrados indican que en células RD, el 1,25D (1 nM) provoca
la rapida activacion de Src a los 15 minutos de tratamiento, siendo mayor este estimulo a
los 30 minutos (Figura 27). Tanto p38 MAPK como su quinasa inmediata anterior (upstream)
MKK 3/6 se activan significativamente a los 15 minutos de estimulacion con 1,25D, pero la
fosforilacion de MKK 3/6 cae significativamente a los 30 minutos de exposicién a la
hormona, mientras que la activacion de p38 MAPK se mantiene con los mismos niveles del
control (Figura 27). En esta misma figura también puede evidenciarse que ERK 1/2 no
presenta cambios significativos en su activacion con respecto al control a ninguno de los

tiempos de estimulacion hormonal analizados (15 y 30 minutos) (Figura 27).
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Figura 27: El tratamiento con 1,25D promueve la activacion de Src, MKK 3/6 y p38 MAPK
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(izquierda) y las cuantificaciones de los escaneos por densitometria volumétrica con los

p-p38 / GAPDH (U.A.)

2,0 -

1,5 1

1,0 1

0,5 -

0,0 -

1,25D ---

minutos---

p-Src / GAPDH (U.A)

3,5 -
3,0 1
2,5 1
2,0 -
1,5 -
1,0 -
0,5 1
0,0 -

1,25D ---

minutos-—

valores promedio + los DS (derecha).

Capitulo 111 — Acciones rapidas del1,25D

* p < 0,05 vs control; ** p < 0,01 vs control.
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la activacion de Src es requerida para la fosforilacion de MKK 3/6 y p38 MAPK

inducida por el 1,250 en células RD.

A diferencia de las células C2C12, las vias de sefalizacion que modula el 1,25D se

desconocen por completo en células RD. El uso del inhibidor PP1 en una concentracion 10

pM, inhibe eficazmente la activacién de la tirosina quinasa Src en células de musculo

esquelético en desarrollo (Buitrago, Boland y de Boland 2001; Ungefroren et al. 2011;

Dubinska-Magiera et al. 2014).
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Este inhibidor PP1 (10 uM) logré suprimir la activacién de Src inducida por el 1,25D
(1 nM) tanto a 15 como a 30 minutos en células RD (Figura 28). Se us6 un anticuerpo
dirigido contra la totalidad de la proteina Src con la finalidad de establecer que el
tratamiento hormonal no estuviera provocando cambios en los niveles proteicos de Src total
y, de este modo, atribuir una caida de Src fosforilada al usar el inhibidor PP1, a una
supresion en la activacion de esta quinasa y no a una diferencia en la cantidad total de esta
proteina. Esta inhibicion provoca que las quinasas corriente abajo de Src, MKK 3/6 y p38
MAPK, no logren su activacién con el tratamiento con 1,25D, e incluso los niveles basales
de activacion en el control caen muy significativamente, revelando por primera vez la

participacion de Src en la modulacion de la via p38 MAPK por el 1,25D en células de RMS.
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Figura 28: Participacion de Src en la activacion de MKK 3/6 y de p38 MAPK
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Las células RD fueron pre-incubadas con PP1 (10 M) y luego estimuladas con 1,25D (1
nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol) por 15 y 30 minutos. Los analisis Western Blot se
llevaron a cabo utilizando los anticuerpos anti-p-Src, anti-p-p38, y anti-p-MKK 3/6. Las
membranas fueron luego rehibridadas utilizando el anticuerpo anti-Src total para
asegurar que todas las calles de los geles hayan sido cargadas con la misma cantidad
de proteinas. Se muestran los inmunoblots representativos de tres experimentos
independientes (izquierda arriba) y las cuantificaciones de los escaneos por
densitometria volumétrica mostrando los valores de medias + los DS (derecha arriba y

abajo).
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la activacion de p38 MAPK es requerida en la activacion de Src y MKK 3/6 por el
125D

Esta reportado que la tirosina quinasa no receptora Src promueve la activacion de
MKK 3/6 y esta quinasa es la encargada de activar a p38 MAPK (Gocek, Kietbinski y
Marcinkowska 2007). La Figura 29 muestra que el inhibidor SB-203580 (10 puM) suprime
eficazmente la activacion de la p38 MAPK inducida por el 1,25D (1 nM) tanto a los 15 como
a los 30 minutos de tratamiento en las células RD. La inhibicion de la p38 MAPK,
llamativamente suprime la activacion de Src y de la quinasa MKK 3/6 en forma significativa
a los 15 y a los 30 minutos de tratamiento con la hormona. Nuevamente, el uso del
anticuerpo anti-p38a permite, ademas del control de cargado de cada calle del gel,
determinar que no hay cambios en la expresion de p38 MAPK que provocaran falsos

negativos en la inhibicién de esta quinasa (Figura 29).
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Figura 29: la inhibicién de la p38 MAPK, no permite la activacion de las quinasas Src 'y
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Las células RD fueron pre-tratadas con SB 203580 (10 uM) y posteriormente estimuladas
con 1,25D (1 nM) o su vehiculo (0,001 % de etanol) durante 15 y 30 minutos. Los andlisis
Western Blot se llevaron a cabo utilizando los anticuerpos anti-p-p38, anti-p-Src, y anti-p-
MKK 3/6. Las membranas fueron luego rehibridadas utilizando el anticuerpo anti-p38a para
corroborar que cada calle de los geles posee igualitaria cantidad de proteinas totales y que
la expresion de p38 MAPK no varia. Se muestran los inmunoblots representativos de tres
experimentos independientes (izquierda, arriba) y las cuantificaciones de los escaneos por
densitometria volumétrica mostrando los valores promedio + los DS (derecha arriba, y
abajo).

** p < 0,01 vs control.

Discusidon

Durante la proliferacion de los mioblastos o la diferenciacion tardia del musculo

esquelético, los tratamientos con 1,25D provocan una rapida activacion de Src, ERK 1/2, y
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p38 MAPK en células de musculo esquelético normales (Buitrago, Boland y de Boland 2001;
Ronda, Buitrago y Boland 2010; Buitrago et al. 2000; Boland et al. 2002; Buitrago et al.
2003; Buitrago, Costabel y Boland 2011; Buitrago y Boland 2010; Buitrago, Pardo y Boland
2013; Buitrago et al. 2006; Morelli et al. 2001). Estas vias han sido implicadas en una amplia
y diversa variedad de procesos tales como proliferacion, diferenciacion, migracion y hasta
muerte celular programada (Parsons y Parsons 2004; Zarubin y Han 2005; Mebratu y
Tesfaigzi 2009), dependiendo del tipo celular en cuestion, de si las células son cancerosas o
normales e incluso segun la localizacién sub-celular de la proteina que es activada. Los
tratamientos cortos con 1,25D inducen en mioblastos la translocacion reversa del VDR
desde el nucleo hacia inmediaciones de la membrana plasmatica (Capiati, Benassati y
Boland 2002; Buitrago, Arango y Boland 2012). De acuerdo a esto, se postul6 la formacion
de un complejo multiproteico de sefializacion en las caveolas, asociando a la proteina cav-1
con el VDR unido al 1,25D. Este complejo modula las cascadas de fosforilacion en tirosina y
regula en consecuencia el complejo VDR / Src (Buitrago, Arango y Boland 2012). A través
de estos mecanismos, el 1,25D jugaria un rol importante en la miogénesis del muasculo
esquelético. Los resultados aqui presentados evidencian que el tratamiento con 1,25D de
mioblastos aun mononucleares, pero arrestados y comprometidos en el programa de
diferenciacion (etapa de diferenciacién temprana), promueve la activacion rapida (15
minutos) de la p38 MAPK, la que se mantiene significativamente activa a los 30 minutos de
estimulo hormonal. Esto concuerda con resultados previos que otorgan a p38 MAPK un rol
importante en la diferenciacién celular (Lassar 2009). Aunque la tirosina quinasa no
receptora Src se activa recién significativamente a los 30 minutos de tratamiento, es muy
probable que posea otro pico de activacion a un tiempo menor, no investigado en esta Tesis
pero si evidenciado en estudios anteriores en mioblastos (Buitrago etal. 2000). La
secuencia temporal de activacion de Src y ERK 1/2 que he reportado en este trabajo es
coincidente a lo reportado previamente en otros tipos celulares (Gocek, Kietbinski y

Marcinkowska 2007).
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Resultaron muy interesantes los hallazgos establecidos en células musculares
carentes de la expresion del VDR (C2C12shVDR). Cuando la expresion del VDR se
encuentra silenciada y estas células estdn en una etapa de diferenciacion temprana, la
activacion de Src no se produce a los 30 minutos de induccién con 1,25D y si se observa
mas tardia, a los 60 minutos de tratamiento, donde probablemente es necesitada en la
expresion de proteinas promotoras de la diferenciacion, no analizadas en el desarrollo de
esta Tesis. De relevancia, no se determina la activacion de ERK1/2 mostrando la
dependencia del VDR en la fosforilacién de esta quinasa, en forma analoga a lo reportado
previamente en mioblastos proliferativos (Boland et al. 2002). EI comportamiento de la
fosforilacion de p38 MAPK reafirma su rol clave durante todas las etapas de la
diferenciaciéon muscular, ya que si bien al no expresarse el VDR, p38 MAPK no se activa a
15 minutos de estimulo hormonal, si logra sobrellevar su fosforilacion a 30 minutos,
decayendo en forma muy significativa a 60 minutos de tratamiento con 1,25D, en mioblastos
ya comprometidos a la diferenciacion. La activacién de p38 MAPK es un evento relevante e
imprescindible para la entrada en el programa de diferenciacion de los mioblastos inducidos
por el tratamiento con el 1,25D y ademas existe una retroalimentacion positiva entre la
activacion de la p38 MAPK y la expresion del VDR (Irazoqui, Boland y Buitrago 2014).

Durante los primero pasos de la diferenciacion de musculo esquelético, se produce
la sobreexpresion de la ciclina D3, que es usada por los mioblastos comprometidos para
prevenir que Rb se fosforile, manteniendo a las células arrestadas. En cambio la ciclina D1
mantiene constantes sus niveles proteicos o incluso puede disminuir su expresion (Saab,
Spunt y Skapek 2011). Por otro lado, la cav-1 esta presente en las caveolas de los
mioblastos C2C12 y esta implicada en la regulacion de los eventos rapidos de activacion de
las vias de Src, p38 MAPK y ERK 1/2, inducidos por el tratamiento con la hormona
estoroide, 1,25D (Buitrago y Boland 2010). ElI hecho de no determinar cambios en la
expresion de cav-1 ni de las ciclinas D1 y D3, tanto el células C2C12wt como en las

carentes del VDR nos indica que la hormona no esta a estos tiempos provocando cambios
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en los niveles proteicos de estas proteinas y podria tener dos explicaciones alternativas: o
bien estas proteinas no estén involucradas en forma directa en la diferenciacion temprana
de los mioblastos regulada por el 1,25D o bien habria que ampliar el intervalo de tiempo de
estimulo hormonal a fin de poder observar el momento en el cual la hormona aumentaria en
forma transitoria la expresion de, al menos ciclina D3.

En células de RMS, la activacion de Src ha sido asociada al crecimiento celular
tanto in vitro como in vivo, y su inhibicion promueve el frenado del desarrollo celular (Casini
etal. 2015; Abraham 2016). El receptor de productos finales de glicaciébn avanzada
(receptor for advanced glycation end products - RAGE) es un receptor multi-ligando con un
papel positivo 0 negativo en la progresion del cancer y metastasis en funcién del tipo de
tumor. Existen evidencias reportadas de que el RAGE posee un rol importante en la
regulacion de la expresion/fosforilacion de cav-1 y cav-3 y en la activacion de Src en varios
tipos celulares (Rossi et al. 2011; Perrone, Peluso y Melone 2008). En células de RMS, la
capacidad de RAGE de activar a Src es un evento predictivo de la reduccién de la
proliferacion, de la invasividad y del aumento de la diferenciacion (Riuzzi, Sorci y Donato
2007). Aqui se ha determinado que el tratamiento con 1,25D durante 15 minutos, es
suficiente para iniciar la activaciéon de Src, siendo ésta maxima a los 30 minutos de
estimulacion. A 15 minutos de estimulacion con 1,25D también se observa la fosforilacion
de MKK 3/6 y de p38 MAPK. Segln Riuzzi et al., el eje Src / MKK 3/6 / p38 MAPK
promueve la diferenciacion de las células de RMS (Riuzzi, Sorci y Donato 2007). Si bien los
resultados evidencian un aumento en la activacién de Src, MKK 3/6 y p38 MAPK a los 15
minutos de tratamiento con el 1,25D (1 nM), nunca fue observado ningln patron de
diferenciacién celular, por el contrario mis resultados sostienen que el 1,25D esta
induciendo apoptosis a las 72 horas de tratamiento con 1,25D. Llamativamente, en los
resultados se muestra ademas que existe una retroalimentacion positiva entre la activacion
de Src y p38 MAPK, ya que al inhibir a p38 MAPK utilizando el inhibidor SB-203580, Src no

es capaz de activarse por encima del control en respuesta al tratamiento corto con 1,25D (1
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nM) y al inhibir a Src con PP1, p38 MAPK no logra su activacibn dependiente de la
hormona. Considero que son necesarias mayores investigaciones para poder interpretar

estos Ultimos resultados comentados.

Conclusién

Cuando el 1,25D ingresa en el interior de los mioblastos C2C12 en diferenciacion
temprana, promueve la activacion de las vias de p38 MAPK y Src, de manera dependiente
del VDR, ya que cuando éste se encuentra silenciado, los patrones de activacion de las
guinasas se producen mas tardiamente.

A diferencia de células normales, en células de RMS, el 1,25D al ingresar a su
interior activa rapidamente el eje Src / MKK 3/6 / p38 MAPK, y se observa un interesante
fendbmeno de autorregulacion donde p38 MAPK posee un rol preponderante ya que al

inhibirse farmacol6gicamente, no se determina activacion de MKK 3/6 ni de Src.
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llustracion 17. Resumen del capitulo Ill. (A) En las células C2C12 que estan en la etapa
de diferenciacion temprana, en la fase de alineacion (previa a la fusion para la formacion del
miotubo), la hormona esteroide 1,25D unida a su receptor tiene la capacidad de activar la
tirosina quinasa no receptora Src y las MAPKs ERK 1/2 y p38 MAPK, a tiempos cortos
(hasta de una hora), sin embargo no es capaz de modificar la expresion de proteinas claves
en este proceso (como las ciclinas D1 y D3 y la cav-1) a tiempos tan cortos. (B) En las
células RD, el 1,25D promueve la activacion de p38 MAPK, via su quinasa upstream
inmediata MKK 3/6 y Src a tiempos cortos. De relevancia, se observo que la activacion de
p38 MAPK es necesaria para la activacion de Src, pese a ser esta una quinasa downstream
Src y MKK 3/6.
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Rol del 25D en el ciclo celular de células musculares esqueléticas

normales.

e El estimulo con 1,25D aumenta la expresion de VDR en C2C12wt, pero no en las
C2C12shVDR, reafirmando que el silenciamiento del VDR con el shRNA elegido fue

exitoso

e La distribucion de las fases del ciclo celular en lineas C2Cl12wt y C2C12shVDR
estimuladas con 10 % SFB, es similar. Sin embargo, el estimulo con 1,25D promueve
un aumento en la fase S a las 12 horas y un arresto promotor de la diferenciacién a 24
horas; eventos en los cuales la expresion de VDR es clave. Durante el arresto pro-

diferenciativo, es necesaria la activacion de p38 MAPK.

e EI 1,25D aumenta los niveles de las CDK 4/6 de manera dependiente de la expresion
del VDR, a 6 horas de tratamiento hormonal, y en este aumento participan ERK1/2 y las

isoformas a 'y 8 de p38 MAPK.

¢ El tratamiento con la hormona esteroide 1,25D durante las 12 horas, promueve la co-
localizacién de la CDK 4 con el VDR y provoca una relocalizacién de la CDK 6 en la

periferia del nucleo.

e EI VDR y p38 MAPK participan en la expresiéon de la Ciclina D3. Ademas, el estimulo
hormonal promueve la co-localizacién del VDR vy la ciclina D3 de manera dependiente

de la activacion de la p38 MAPK.

e El aumento promovido por el 1,25D de CKI p21"2*CPty de p27"* es dependiente del

VDR y de la activacion de p38 MAPK

e La expresion de miogenina es inducida por el 1,25D en el masculo esquelético solo

cuando el VDR esta expresado y requiere la activacion de p38 MAPK. Ademas, El
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silenciamiento de la ciclina D3 afecta la expresion del VDR y de la miogenina en células

musculares.

Rol del 125D en el ciclo celular de células musculares esqueléticas

transformadas

e Se determind que las células de RMS de la linea RD expresan el VDR y el tratamiento
con 1,25D a diferentes dosis promueve un aumento de su expresiéon tanto a 24 como a

48 horas, aunque a 72 horas provoca una disminucion en la expresién de este receptor.

e El tratamiento de células RD con 1,25D disminuye la cantidad de células viables a 72
horas y promueve aumentos en las fases G0/G1 y G2/M. Mostrando una inhibicién en
la proliferacion, confirmada por el aumento en la expresién del CKI p15™“ a este

mismo tiempo.

e EIl tratamiento con 1,25D durante 72 horas, no provoca cambios morfolégicos en las
células RD y disminuye la expresion de marcadores tempranos de diferenciacion
muscular, demostrando que este estimulo no conduce a la re-diferenciacion de estas

células cancerosas.

e EI 1,25D induce reguladores claves de la apoptosis, promueve la desorganizacion de la
red mitocondrial y la picnosis mitocondrial a 72 horas de tratamiento. Al mismo tiempo
gue se observa una disminucion en el porcentaje de células vivas y aumenta el

porcentaje de células en apoptosis.

Acciones répidas no-genomicas del 1,25D en células musculares normales y

de rabdomiosarcoma

e EI1,25D promueve la activacion de ERK 1/2, p38 MAPK y Src rdpidamente en C2C12 en

diferenciacion, dependiente de la expresion del VDR.
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El tratamiento con 1,25D en células C2C12wt y en células C2C12shVDR no provoca

cambios en la expresién de cav-1, ciclina D1 o ciclina D3.

El tratamiento con 1,25D promueve la activacién la via de Src / MKK 3/6 / p38 MAPK,
donde la inhibicién de la p38 MAPK, no permite la activacion de las quinasas Src y MKK

3/6.

Interpretacion Final

El metabolito activo de la vitamina D, el calcitriol tiene efectos opuestos en el musculo
esquelético normal y el transformado, ya que en el primero promueve la proliferacién
seguida de un arresto pro-diferenciativo y la consecuente diferenciacion, mientras que en

el RMS la hormona desencadena la apoptosis.

Estos efectos tan contradictorios, son desencadenados por proteinas y vias similares, a
través de una modulacién selectiva del ciclo celular, por ejemplo: en musculo esquelético
normal se evidencia un aumento en la CDK4 que promueve la proliferacion previa a la
diferenciacion, sin embargo, en RMS, el aumento de esta CDK, se da cuando la célula

esta entrando en apoptosis.
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