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Abreviaciones	
  

Abl	
  	
   	
   	
   Proteína	
  no	
  receptor	
  tirosina	
  quinasa	
  

Actina-­‐F	
   	
   Actina	
  en	
  forma	
  de	
  filamentos	
  

Actina-­‐G	
   	
   Actina	
  globular	
  monomérica	
  

ADN	
  	
   	
   	
   Ácido	
  desoxirribonucleico	
  

ADP	
   	
   	
   Adenosina	
  di-­‐fosfato	
  

AF	
   	
   	
   Adhesión	
  focal	
  

ARN	
   	
   	
   Ácido	
  ribonucleico	
  

Arp2/3	
   	
   	
   Proteína	
  relacionada	
  con	
  actina	
  2	
  y	
  3	
  

ATP	
   	
   	
   Adenosina	
  tri-­‐fosfato	
  

B16-­‐F0	
   	
   	
   Línea	
  celular	
  de	
  melanoma	
  de	
  ratón	
  

B16-­‐F10	
   	
   Línea	
  celular	
  de	
  melanoma	
  de	
  ratón	
  con	
  diez	
  procesos	
  de	
  selección	
  
	
   por	
  el	
  método	
  Fidler	
  

BRCA1	
   	
   Gen	
  de	
  susceptibilidad	
  al	
  cáncer	
  de	
  mama	
  1	
  

BRCA2	
   	
   Gen	
  de	
  susceptibilidad	
  al	
  cáncer	
  de	
  mama	
  2	
  

C-­‐terminal	
   	
   Carboxilo	
  terminal	
  

Ca2+	
   	
   	
   Calcio	
  iónico	
  

Caderina-­‐E	
   	
   Caderina	
  epitelial	
  

CapZ	
   	
   	
   Proteína	
  de	
  encapsulamiento	
  de	
  actina	
  Z	
  

CDR	
   	
   Ruffles	
  dorsales	
  circulares	
  

Células/c	
   	
   Células	
  por	
  campo	
  

Células/p	
   	
   Células	
  por	
  pocillo	
  

CitB	
   	
   	
   Citocalasina	
  B	
  

Cy3	
   	
   	
   Colorante	
  cianina	
  3	
  

DhL	
   	
   	
   Deshidroleucodina	
  

DMEM-­‐F12	
   	
   Medio	
  de	
  cultivo	
  Dulbecco's	
  Modified	
  Eagle	
  Medium,	
  con	
  mezcla	
  de	
  
	
   nutrientes	
  F-­‐12	
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DMSO	
   	
   	
   Dimetilsulfóxido	
  

dNDP	
   	
   	
   Desoxi-­‐nucleótido-­‐difosfato	
  

DNMT1	
  	
   	
   ADN	
  (citosina-­‐5)-­‐metiltransferasa	
  1	
  

EDTA	
   	
   	
   Ácido	
  etilen-­‐diamino-­‐tetra-­‐acético	
  

EGF	
   	
   	
   Factor	
  de	
  crecimiento	
  epidérmico	
  	
  

ERK½	
  	
   	
   Quinasas	
  reguladas	
  por	
  señales	
  extracelulares	
  1	
  y	
  2	
  

FDA	
   	
   Administración	
  de	
  drogas	
  y	
  alimentos	
  

FITC	
   	
   	
   Fluoresceína	
  isotiocianato	
  

FN	
   	
   	
   Fibronectina	
  

GPCR	
   	
   	
   Receptor	
  acoplado	
  a	
  proteína	
  G	
  

GDI	
   	
   Inhibidor	
  de	
  la	
  disociación	
  de	
  GDP	
  

GDP	
   	
   Guanosina	
  di-­‐fosfato	
  

GEF	
  	
   	
   Factor	
  intercambiador	
  de	
  nucleótidos	
  de	
  guanina	
  	
  

GTP	
   	
   Guanosina	
  tri-­‐fosfato	
  

HDAC1	
   	
   	
   Histona	
  deacetilasa	
  1	
  

HR-­‐HPV18	
   	
   Virus	
  papiloma	
  humano	
  de	
  alto	
  riesgo	
  tipo	
  18	
  	
  

HeLa	
   	
   	
   Línea	
  celular	
  de	
  carcinoma	
  cervical	
  humano	
  

HIF	
   	
   	
   Factor	
  inducible	
  por	
  hipoxia	
  

HIN-­‐1	
   	
   	
   High	
  in	
  normal	
  1.	
  	
  

HPC1	
   	
   	
   Gen	
  de	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  hereditario	
  1	
  

HRP	
   	
   	
   Peroxidasa	
  de	
  rábano	
  

Hsp27	
   	
   	
   Proteína	
  de	
  golpe	
  de	
  calor	
  pequeña	
  27	
  

hTERT	
   	
   	
   Telomerasa	
  transcriptasa	
  inversa	
  humana	
  

HU	
   	
   	
   Hidroxiurea	
  

IkB	
   	
   	
   Inhibidor	
  kappa	
  B	
  

IKK	
   	
   	
   I	
  kappa	
  B	
  quinasa	
  

JNK	
   	
   	
   Quinasa	
  c-­‐Jun	
  N-­‐terminal	
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kDa	
   	
   	
   Kilodalton	
  

LS	
   	
   	
   Lactona	
  sesquiterpénica	
  

MAPK	
   	
   Proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
  

MCF-­‐7	
   	
   	
   Línea	
  celular	
  de	
  adenocarcinoma	
  humano	
  receptor	
  estrógeno	
  	
  
	
   	
   	
   positiva	
  

MDA-­‐231	
   	
   Línea	
  celular	
  de	
  adenocarcinoma	
  humano	
  receptor	
  estrógeno	
  	
  
	
   	
   	
   negativa	
  	
  

mDia	
   	
   	
   Proteína	
  diáfano	
  homóloga	
  1,	
  2	
  y	
  3	
  

MDM2	
   	
   	
   Proteína	
  doble	
  minuto	
  murina	
  2	
  

MEB	
   	
   	
   Microscopía	
  electrónica	
  de	
  barrido	
  

MEC	
   	
   	
   Matriz	
  extracelular	
  

MMP	
   	
   	
   Metaloproteasa	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  

MMP-­‐2	
   	
   	
   Metaloproteasa	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  clase	
  2	
  

MMP-­‐9	
   	
   	
   Metaloproteasa	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  clase	
  9	
  

MT1-­‐MMP	
   	
   Metaloproteasa	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular,	
  de	
  membrana,	
  tipo	
  1	
  

MTOC	
   	
   Centro	
  organizador	
  de	
  microtúbulos	
  

N-­‐terminal	
   	
   Amino	
  terminal	
  

NFκB	
   	
   Factor	
  nuclear	
  potenciador	
  de	
  las	
  cadenas	
  ligeras	
  kappa	
  de	
  las	
  
	
   células	
  B	
  activadas	
  

P38	
   	
   Proteína	
  38	
  

p53	
  	
   	
   	
   Proteína	
  53	
  

p65	
   	
   	
   Proteína	
  65	
   	
  

PAR3/6	
   	
   	
   Proteínas	
  de	
  partición	
  defectuosa	
  3	
  y	
  6	
  

PBS	
   	
   	
   Buffer	
  fosfato	
  salino	
  

PFA	
   	
   	
   Paraformaldehído	
  

Pi	
   	
   	
   Fósforo	
  inorgánico	
  	
  

PI3K	
   	
   	
   Fosfatidil-­‐inositol-­‐3-­‐quinasa	
  

PIP2	
   	
   	
   Fosfatidil-­‐inositol-­‐difosfato	
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PIP3	
   	
   	
   Fosfatidil-­‐inositol-­‐trifosfato	
  

PKC	
   	
   	
   Proteína	
  quinasa	
  C	
  

Pro-­‐MMP	
   	
   Zimógeno	
  de	
  matriz-­‐metalo-­‐proteasa	
  

PTEN	
   	
   	
   Fosfatasa	
  homóloga	
  a	
  tensina	
  

ROCK	
   	
   	
   Rho	
  quinasa	
  

ROS	
   	
   	
   Especies	
  reactivas	
  del	
  oxígeno	
  

RTK	
   	
   	
   Receptor	
  tirosina	
  quinasa	
  

SA-­‐βgal	
  	
   	
   Beta-­‐galactosidasa	
  Asociada	
  a	
  Senescencia	
  

SDS-­‐PAGE	
   	
   Electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  con	
  dodecil	
  sulfato	
  sódico	
  

SERCA	
   	
   	
   Bomba	
  de	
  calcio	
  relacionada	
  con	
  el	
  retículo	
  endoplásmico	
  

SFB	
   	
   	
   Suero	
  fetal	
  bovino	
  

Src	
   	
   	
   Tirosina	
  quinasa	
  proto-­‐oncogén	
   	
   	
  

TEM	
   	
   	
   Transición	
  epitelio	
  mesenquimal	
  

Tiam1	
   	
   	
   Proteína	
  1	
  inductora	
  de	
  invasión	
  y	
  metastasis	
  de	
  linfoma	
  de	
  	
  
	
   	
   	
   células	
  T	
  

u.a.	
   	
   	
   Unidades	
  arbitrarias	
  

VASP	
   	
   	
   Fosfoproteína	
  vasodilatadora	
  

VEGF	
   	
   	
   Factor	
  de	
  crecimiento	
  del	
  endotelio	
  vascular	
  	
  

WASP	
  	
   	
   	
   Proteína	
  síndrome	
  Wiskott-­‐Aldrich	
  	
  

WAVE	
   	
   	
   Proteína	
  homóloga	
  verprolina	
  

Términos	
  en	
  inglés	
  

Blebs	
   	
   	
   Burbuja	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  

Cell	
  tracking	
   	
   Rastreo	
  celular	
  

Ruffles	
   	
   Pliegue	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  

Transwell	
   	
   Cámara	
  de	
  cultivo	
  permeable	
   	
  

Western	
  blot	
   	
  Transferencia	
   de	
   proteínas	
   a	
   membrana	
   y	
   detección	
   mediante	
  
anticuerpos	
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Resumen	
  

La	
   metástasis	
   es	
   la	
   principal	
   causa	
   de	
   muerte	
   en	
   los	
   pacientes	
   con	
   cáncer	
   y	
   se	
  

produce	
  como	
  consecuencia	
  de	
   la	
  migración	
  de	
   las	
   células	
  desde	
  el	
   tumor	
  primario	
  hacia	
  

otras	
   partes	
   del	
   cuerpo.	
   Luego	
   de	
   la	
   resección	
   quirúrgica,	
   la	
   quimioterapia	
   que	
   se	
   suele	
  

utilizar	
   para	
   evitar	
   que	
   se	
   produzcan	
   las	
  metástasis,	
   involucra	
   a	
   drogas	
  muy	
   tóxicas	
   que	
  

afectan	
   a	
   las	
   células	
   de	
   división	
   rápida,	
   tanto	
   normales	
   como	
   tumorales.	
   Por	
   eso,	
  

actualmente	
  se	
  buscan	
  tratamientos	
  específicos	
  para	
  las	
  células	
  tumorales,	
  que	
  además	
  de	
  

destruir	
  a	
  estas,	
  restrinjan	
  su	
  migración	
  hacia	
  otros	
  tejidos.	
  El	
  uso	
  de	
  hierbas	
  medicinales	
  se	
  

encuentra	
  extendido	
  por	
  todo	
  el	
  mundo	
  y	
  muchas	
  de	
  estas	
  han	
  llamado	
  la	
  atención	
  de	
  los	
  

investigadores	
  por	
  sus	
  propiedades	
  antitumorales.	
  Las	
  lactonas	
  sesquiterpénicas	
  (LSs)	
  son	
  

metabolitos	
  secundarios	
  activos,	
  derivados	
  de	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  plantas,	
  principalmente	
  

de	
   la	
   familia	
   Arteraceae.	
   Presentan	
   actividad	
   antimicrobiana,	
   antiinflamatoria	
   y	
  

anticancerígena,	
   lo	
  cual	
   las	
  hace	
  muy	
   interesantes	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  nuevos	
   fármacos.	
  

Incluso	
   algunas	
   LSs	
   ya	
   se	
   encuentran	
   en	
   ensayos	
   clínicos	
   para	
   varios	
   tipos	
   de	
   tumores.	
  

Deshidroleucodina	
  (DhL)	
  es	
  una	
  LS	
  aislada	
  de	
  las	
  hojas	
  de	
  la	
  planta	
  Artemisia	
  douglasiana	
  

Besser,	
  que	
  crece	
  en	
   la	
  zona	
  nor-­‐oeste	
  de	
  Argentina.	
  Numerosas	
  publicaciones,	
  alientan	
   la	
  

investigación	
   de	
   este	
   compuesto	
   para	
   su	
   empleo	
   en	
   el	
   tratamiento	
   de	
   enfermedades	
  

humanas.	
  En	
  cuanto	
  a	
  sus	
  propiedades	
  antitumorales,	
  nuestro	
   laboratorio	
  ha	
  demostrado	
  

que	
   DhL	
   inhibe	
   la	
   proliferación	
   de	
   varias	
   líneas	
   de	
   células	
   tumorales	
   en	
   cultivo.	
  

Específicamente,	
   este	
   compuesto	
   produce	
   la	
   acumulación	
   celular	
   de	
  marcadores	
   de	
   daño	
  

del	
  ADN,	
  e	
   induce	
  senescencia	
  o	
  apoptosis,	
  según	
  la	
  concentración	
  utilizada.	
  Además,	
  DhL	
  

inhibe	
  el	
  crecimiento	
  de	
  tumores	
  generados	
  en	
  ratones.	
  	
  

Con	
   el	
   fin	
   de	
   demostrar	
   que	
   DhL	
   posee	
   potencial	
   para	
   el	
   desarrollo	
   de	
   fármacos	
  

antitumorales,	
   en	
   esta	
   tesis	
   demostramos	
   las	
   propiedades	
   antimetastásicas	
   de	
   este	
  

compuesto.	
  Como	
  modelo	
  de	
  estudio,	
  utilizamos	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo,	
  arrestadas	
  en	
  

la	
   fase	
   G1/S	
   del	
   ciclo	
   celular	
   mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   hidroxiurea.	
   Nuestro	
   principal	
  

objetivo	
   fue	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   viabilidad	
   celular,	
   la	
   adhesión	
   a	
   la	
   matriz	
  

extracelular,	
  la	
  invasión	
  tisular	
  y	
  la	
  migración.	
  Así,	
  en	
  primer	
  lugar	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  

DhL	
   en	
   la	
   viabilidad	
   de	
   las	
   células	
   arrestadas	
   con	
   hidroxiurea.	
   Los	
   ensayos	
   demostraron	
  

que	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  no	
  afecta	
  la	
  viabilidad,	
  ni	
  induce	
  apoptosis	
  o	
  senescencia	
  en	
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las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0,	
   B16-­‐F10,	
   MCF-­‐7	
   y	
   MDA-­‐MB-­‐231,	
   arrestadas	
   con	
   hidroxiurea.	
  

Además,	
  observamos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  no	
  modifica	
  el	
  arresto	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  

inducido	
  con	
  HU.	
  En	
  segundo	
  lugar,	
  evaluamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  

tumorales	
   a	
   una	
   matriz	
   de	
   fibronectina.	
   Así,	
   comprobamos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
  

inhibe	
   la	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  de	
   las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  sobre	
   fibronectina.	
  

Además,	
   observamos	
   una	
   disminución	
   de	
   la	
   concentración	
   de	
   vinculina	
   y	
   del	
   número	
   y	
  

tamaño	
   de	
   las	
   adhesiones	
   focales.	
   Posteriormente,	
   analizamos	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
  

invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales.	
  Como	
  resultado,	
  observamos	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  la	
  invasión	
  

del	
   matrigel	
   en	
   las	
   líneas	
   celulares	
   HeLa,	
   B16-­‐F0,	
   B16-­‐F10,	
   MDA-­‐MB-­‐231	
   y	
   MCF-­‐7,	
  

disminuye	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
   metaloproteasas	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   (MMPs)	
   en	
   las	
  

células	
   HeLa	
   y	
   B16-­‐F0,	
   y	
   reduce	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   quinasa	
   regulada	
   por	
   señales	
  

extracelulares	
  (ERK)	
  y	
  p38	
  en	
  las	
  células	
  HeLa.	
  Por	
  último,	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  

la	
   migración	
   de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Mediante	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida	
   y	
   de	
   migración	
  

transwell,	
  descubrimos	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10.	
  

Además,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   alteró	
   la	
   distribución	
   de	
   los	
   microtúbulos,	
   la	
  

polimerización	
   de	
   actina,	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
   membrana	
   y	
   la	
   activación	
   de	
   Rac1.	
   En	
  

conjunto,	
  estos	
  resultados	
  nos	
  demuestran	
  que	
  DhL	
  sin	
  afectar	
  la	
  viabilidad	
  de	
  las	
  células,	
  

es	
  capaz	
  de	
  alterar	
  varios	
  pasos	
  de	
  la	
  cascada	
  metastásica	
  como	
  son:	
  la	
  adhesión	
  a	
  la	
  matriz	
  

extracelular,	
  la	
  degradación	
  del	
  colágeno,	
  la	
  invasión	
  de	
  los	
  tejidos	
  y	
  la	
  migración	
  celular.	
  	
  

ERK	
   es	
   una	
   proteína	
   que	
   se	
   encuentra	
   sobreexpresada	
   en	
   una	
   gran	
   cantidad	
   de	
  

procesos	
  tumorales	
  y	
  participa	
  en	
  los	
  procesos	
  de	
  adhesión,	
  invasión	
  y	
  migración	
  celular,	
  a	
  

través	
  de	
  su	
  estímulo	
  sobre	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  adhesiones	
  focales,	
  la	
  producción	
  de	
  MMPs	
  

y	
   la	
  protrusión	
  de	
   la	
  membrana.	
  En	
  base	
  a	
   los	
   antecedentes	
  presentes	
   en	
  el	
   tema	
  y	
   a	
   los	
  

resultados	
  desarrollados	
  en	
  esta	
   tesis,	
   concluimos	
  que	
  DhL	
  a	
   través	
  de	
   la	
   inhibición	
  de	
   la	
  

señalización	
  de	
  ERK,	
   afecta	
   la	
   adhesión,	
   invasión	
  y	
  migración	
  de	
   las	
   células	
   tumorales	
   en	
  

cultivo.	
   Consideramos	
   que	
   nuestro	
   trabajo	
   aporta	
   información	
   valiosa	
   sobre	
   las	
  

propiedades	
   antimetastásicas	
   de	
   DhL	
   y	
   esperamos	
   que	
   promueva	
   la	
   futura	
   investigación	
  

sobre	
  este	
  compuesto	
  natural	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  terapias	
  para	
  el	
  cáncer.	
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El	
  cáncer	
  es	
  una	
  enfermedad	
  provocada	
  por	
  un	
  grupo	
  de	
  células	
  que	
  se	
  multiplican	
  

sin	
  control	
  y	
  de	
  manera	
  autónoma.	
  La	
  metástasis	
  es	
  el	
  proceso	
  de	
  propagación	
  de	
  un	
  foco	
  

canceroso	
   a	
   un	
   órgano	
   distinto	
   de	
   aquel	
   en	
   que	
   se	
   inició.	
   En	
   general,	
   el	
   cáncer	
   tiende	
   a	
  

llevar	
   a	
   la	
   muerte	
   a	
   la	
   persona	
   afectada,	
   si	
   no	
   se	
   trata	
   adecuadamente.	
   Dado	
   que	
   la	
  

migración	
   e	
   invasión	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   es	
   la	
   clave	
   del	
   proceso	
   metastásico,	
   el	
  

desarrollo	
   de	
   estrategias	
   terapéuticas	
   novedosas	
   para	
   controlar	
   estas	
   actividades	
   podría	
  

ser	
  el	
  éxito	
  para	
  evitar	
  o	
  tratar	
  esta	
  enfermedad.	
  

Nuestro	
   trabajo	
   intenta	
   aportar	
   evidencia	
   acerca	
   del	
   efecto	
   inhibitorio	
   de	
  

Deshidroleucodina	
   en	
   las	
   propiedades	
  metastásicas	
   de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Para	
   eso,	
   a	
  

modo	
  de	
  introducción,	
  exponemos	
  en	
  primer	
  lugar	
  el	
  proceso	
  de	
  migración	
  celular,	
  el	
  cual	
  

presenta	
  características	
  comunes	
  entre	
  las	
  células	
  tumorales	
  y	
  normales.	
  Luego,	
  realizamos	
  

una	
  revisión	
  sobre	
  lo	
  que	
  es	
  el	
  cáncer,	
  como	
  se	
  desarrollan	
  las	
  metástasis	
  y	
  los	
  tratamientos	
  

que	
   actualmente	
   se	
   utilizan.	
   Posteriormente,	
   nos	
   enfocamos	
   en	
   las	
   propiedades	
   de	
   una	
  

llamativa	
   clase	
  de	
   compuestos	
  naturales,	
   las	
   lactonas	
   sesquiterpénicas,	
   y	
  dentro	
  de	
  estas,	
  

ubicamos	
  nuestra	
  atención	
  en	
  la	
  Deshidroleucodina	
  y	
  sus	
  antecedentes.	
  

Estos	
  temas	
  brindan	
  los	
  conceptos	
  necesarios	
  para	
  luego	
  comprender	
  y	
  discutir	
  los	
  

resultados	
  de	
  esta	
  tesis.	
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Migración	
  celular	
  

La	
  migración	
  celular	
  es	
  un	
  amplio	
  término	
  que	
  utilizamos	
  para	
  referirnos	
  al	
  proceso	
  

que	
  involucra	
  el	
  traslado	
  de	
  las	
  células	
  de	
  un	
  lugar	
  a	
  otro.	
  Esto	
  puede	
  ocurrir	
  en	
  ambientes	
  

artificiales,	
  como	
  vidrio	
  o	
  plástico	
  (comúnmente	
  utilizados	
  en	
  el	
  laboratorio	
  para	
  ensayos	
  in	
  

vitro),	
   o	
   en	
   ambientes	
   naturales,	
   dentro	
   de	
   complejos	
   organismos	
   multicelulares.	
   Las	
  

células	
   migran	
   en	
   respuesta	
   a	
   múltiples	
   situaciones	
   que	
   encuentran	
   durante	
   su	
   vida.	
  

Algunos	
  ejemplos	
  incluyen:	
  la	
  embriogénesis,	
  el	
  cierre	
  de	
  heridas	
  o	
  la	
  respuesta	
  inmune.	
  En	
  

patologías,	
  la	
  producción	
  anormal	
  de	
  señales	
  migratorias	
  puede	
  estimular	
  el	
  movimiento	
  de	
  

las	
   células	
   a	
   lugares	
   inadecuados,	
   lo	
   cual	
   podría	
   tener	
   efectos	
   catastróficos	
   sobre	
   la	
  

homeostasis	
   tisular	
   y	
   la	
   salud	
   global	
   del	
   individuo.	
   Algunos	
   ejemplos	
   de	
   migración	
  

patológica	
   incluyen	
   los	
   síndromes	
   autoinmunes	
  o	
   el	
   proceso	
  de	
  metástasis,	
   en	
   el	
   cual	
   las	
  

células	
   tumorales	
   abandonan	
   el	
   tumor	
   primario	
   y	
   migran	
   hacia	
   tejidos	
   distantes	
   donde	
  

generan	
  tumores	
  secundarios	
  [1],	
  [2].	
  	
  

Tanto	
  si	
  las	
  células	
  se	
  encuentran	
  en	
  un	
  organismo	
  vivo	
  o	
  en	
  un	
  sistema	
  de	
  cultivo	
  in	
  

vitro,	
  pueden	
  presentarse	
  en	
  estado	
  de	
  suspensión,	
  o	
  adheridas	
  a	
  otras	
  células	
  o	
  a	
  la	
  matriz	
  

extracelular	
   (MEC).	
   En	
   el	
   caso	
   de	
   una	
   célula	
   en	
   estado	
   de	
   suspensión,	
   cuando	
   esta	
   toma	
  

contacto	
  con	
  moléculas	
  adhesivas	
  localizadas	
  en	
  la	
  superficie	
  de	
  otras	
  células,	
  o	
  la	
  MEC,	
  se	
  

induce	
   el	
   proceso	
   de	
   adhesión	
   celular.	
   Una	
   vez	
   que	
   la	
   célula	
   se	
   encuentra	
   adherida	
   a	
   un	
  

sustrato,	
  el	
  estímulo	
  migratorio	
  puede	
  desencadenar	
  vías	
  de	
  señalización	
  que	
  provocan	
  el	
  

movimiento	
  celular,	
  a	
  través	
  de	
  complejos	
  mecanismos	
  que	
  incluyen	
  la	
  reorganización	
  del	
  

citoesqueleto	
  y	
  la	
  dinámica	
  de	
  las	
  adhesiones	
  al	
  sustrato.	
  	
  

Existen	
  diferentes	
  modos	
  de	
  migración	
  celular	
  que	
  dependen	
  del	
  tipo	
  de	
  célula	
  y	
  del	
  

contexto	
   en	
   el	
   cual	
   estén	
   migrando.	
   En	
   los	
   ensayos	
   in	
   vitro,	
   las	
   células	
   suelen	
   estar	
  

adheridas	
   a	
   superficies	
   planas,	
   por	
   lo	
   que	
   el	
   movimiento	
   celular	
   se	
   produce	
   de	
   manera	
  

bidimensional.	
  En	
  cambio,	
  en	
  los	
  organismos	
  vivos	
  es	
  más	
  frecuente	
  encontrar	
  a	
  las	
  células	
  

con	
  una	
  motilidad	
  tridimensional.	
  A	
  pesar	
  de	
  las	
  diferencias,	
  el	
  proceso	
  de	
  migración	
  y	
  su	
  

regulación	
  son	
  esencialmente	
  los	
  mismos	
  [3].	
  	
  

Por	
   un	
   lado,	
   las	
   células	
   se	
   pueden	
   mover	
   como	
   entidades	
   individuales,	
   y	
   las	
  

características	
  de	
  su	
  movilidad	
  dependerán	
  de	
  varios	
  factores,	
  principalmente,	
  la	
  fuerza	
  de	
  

adhesión	
  y	
  el	
  tipo	
  de	
  sustrato,	
  las	
  señales	
  migratorias	
  externas,	
  la	
  flexibilidad	
  mecánica,	
  las	
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dimensiones	
  y	
  la	
  organización	
  del	
  citoesqueleto	
  celular.	
  Así,	
  las	
  propiedades	
  intrínsecas	
  de	
  

la	
  célula	
   interaccionan	
  con	
  el	
  ambiente	
  para	
  producir	
  un	
  modo	
  o	
  fenotipo	
  migratorio.	
  Por	
  

ejemplo,	
   las	
  células	
  de	
  movimiento	
  ágil,	
  rápido	
  y	
  cambiante,	
  como	
  las	
  células	
  inmunes,	
  no	
  

poseen	
  un	
  citoesqueleto	
  altamente	
  organizado,	
  tienden	
  a	
  adherirse	
  débilmente	
  al	
  sustrato	
  y	
  

su	
  movimiento	
   es	
   frecuentemente	
   llamado	
   “ameboide”.	
   El	
   fenotipo	
   ameboide	
   también	
   se	
  

observa	
   en	
   algunas	
   células	
   tumorales,	
   en	
   las	
   cuales	
   se	
   producen	
   extensiones	
   de	
   la	
  

membrana	
   en	
   forma	
   de	
   burbujas	
   o	
   “blebs”,	
   y	
   poseen	
   un	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   poco	
  

organizado.	
   En	
   cambio,	
   los	
   fibroblastos	
   y	
   precursores	
   epiteliales	
   (entre	
   estos	
   las	
   células	
  

tumorales	
   de	
   origen	
   epitelial)	
   se	
   hallan	
   en	
   otro	
   extremo.	
   Estas	
   células	
   tienen	
   un	
  

citoesqueleto	
   altamente	
   organizado	
   y	
   adhesiones	
   muy	
   elaboradas,	
   y	
   su	
   movimiento	
   es	
  

generalmente	
  lento.	
  Cabe	
  señalar	
  que	
  algunas	
  células	
  pueden	
  cambiar	
  entre	
  estos	
  modos	
  de	
  

movimiento	
  dependiendo	
  del	
  ambiente	
  en	
  el	
  que	
  se	
  sitúen.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  encuentran	
  las	
  

células	
  que	
  se	
  mueven	
  en	
  grupos,	
  formando	
  cadenas,	
  tubos	
  o	
  capas	
  de	
  células,	
  a	
   lo	
  que	
  se	
  

denomina	
  	
  migración	
  colectiva	
  [4],	
  [5].	
  

En	
  este	
  trabajo	
  estudiamos	
  la	
  migración	
  celular	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
  células	
  epiteliales,	
  

por	
  lo	
  que	
  a	
  continuación,	
  revisaremos	
  como	
  se	
  organiza	
  y	
  regula	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  

dado	
   que	
   su	
   distribución	
   y	
   función	
   es	
   fundamental	
   para	
   el	
   movimiento	
   de	
   este	
   tipo	
   de	
  

células.	
  

Citoesqueleto	
  de	
  actina	
  

La	
   actina	
   es	
   una	
   proteína	
   globular	
   de	
   40	
   kDa,	
   muy	
   abundante	
   en	
   la	
   célula	
   y	
   de	
  

estructura	
  muy	
  conservada.	
  La	
  formación	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  se	
  produce	
  a	
  partir	
  de	
  

subunidades	
   de	
   actina	
  monomérica	
   (actina-­‐G),	
   que	
   polimerizan	
   en	
   un	
   proceso	
   catalizado	
  

por	
   la	
   hidrólisis	
   de	
   adenosina-­‐tri-­‐fosfato	
   (ATP).	
   En	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   (actina-­‐F),	
   la	
  

parte	
  estable	
  esta	
  formada	
  por	
  actina	
  unida	
  a	
  adenosina-­‐di-­‐fosfato	
  y	
  fosfato	
  (actina-­‐ADP⋅Pi)	
  

y	
  la	
  liberación	
  del	
  fosfato,	
  desestabiliza	
  la	
  estructura,	
  lo	
  que	
  favorece	
  la	
  despolimerización	
  

del	
   filamento	
   [6].	
  Los	
   filamentos	
  de	
  actina	
  se	
  encuentran	
   intrínsecamente	
  polarizados,	
  en	
  

una	
   estructura	
   con	
   los	
   monómeros	
   orientados	
   hacia	
   un	
  mismo	
   lado.	
   Esto	
   da	
   lugar	
   a	
   un	
  

extremo	
  positivo	
  de	
  rápido	
  crecimiento,	
  donde	
  se	
  incorporan	
  nuevos	
  monómeros	
  de	
  actina	
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y	
   un	
   extremo	
   negativo,	
   que	
   representa	
   el	
   origen	
   del	
   filamento	
   creciente	
   el	
   cual	
   exhibe	
  

moléculas	
  de	
  actina-­‐ADP	
  [7].	
  

El	
   alargamiento	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina,	
   que	
   conduce	
   a	
   la	
   formación	
   de	
  

estructuras	
  celulares	
  como	
  los	
  filopodios	
  y	
  los	
  lamelipodios,	
  es	
  impulsado	
  activamente	
  por	
  

la	
  polimerización	
  y	
  despolimerización	
  de	
  actina	
  y	
  regulado	
  por	
  múltiples	
  proteínas.	
  

Proteínas que se unen a la actina-G:	
  Dos	
  moléculas	
  regulan	
   la	
  disponibilidad	
  de	
  

monómeros	
   de	
   actina	
   para	
   la	
   polimerización	
   de	
   los	
   filamentos,	
   profilina	
   y	
   timosina	
   β4.	
  

Ambas	
  moléculas	
  se	
  unen	
  específicamente	
  a	
  actina-­‐G,	
  pero	
  profilina	
  también	
  puede	
  enlazar	
  

proteínas	
   nucleadoras	
   y	
   estimuladoras	
   de	
   la	
   polimerización	
   de	
   actina	
   (por	
   ejemplo,	
  

forminas)	
  y	
  funcionar	
  como	
  un	
  intercambiador	
  de	
  monómeros	
  de	
  actina.	
  Por	
  el	
  contrario,	
  

como	
   timosina	
   β4	
   no	
   se	
   une	
   a	
   cualquier	
   nucleador,	
   se	
   cree	
   que	
   secuestra	
   actina-­‐G	
   y	
  

mantiene	
  un	
  depósito	
  adecuado	
  de	
  monómeros,	
  a	
  disposición	
  de	
  profilina	
  para	
  promover	
  el	
  

crecimiento	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  [8]	
  (Figura	
  1).	
  	
  

Proteínas que mantienen la fuente de actina-G:	
   La	
   actina	
   monomérica	
   deriva	
  

principalmente	
  de	
  dos	
  fuentes.	
  Una	
  es	
  la	
  síntesis	
  de	
  novo.	
  En	
  particular,	
  la	
  síntesis	
  de	
  actina	
  

se	
   concentra	
   en	
   los	
   sitios	
   de	
   formación	
   de	
   las	
   protrusiones,	
   según	
   se	
   ha	
   revelado	
   por	
   la	
  

presencia	
   de	
   ARN	
   mensajero	
   de	
   β-­‐actina	
   en	
   estas	
   estructuras	
   [9].	
   La	
   otra	
   fuente	
   la	
  

representa	
  	
  el	
  reciclaje	
  de	
  los	
  monómeros	
  de	
  actina,	
  impulsado	
  por	
  la	
  despolimerización	
  de	
  

estructuras	
  filamentosas	
  preformadas.	
  La	
  despolimerización	
  es	
  un	
  proceso	
  espontáneo	
  que	
  

se	
   produce	
   en	
   los	
   extremos	
   negativos	
   debido	
   al	
   envejecimiento	
   del	
   filamento	
   (donde	
   se	
  

encuentra	
  actina	
  unida	
  a	
  ADP),	
  y	
  también,	
  debido	
  a	
  la	
  ruptura	
  del	
  filamento	
  catalizado	
  por	
  

el	
   factor	
   de	
   despolimerización	
   ADP	
   “cofilina”.	
   Como	
   consecuencia	
   de	
   su	
   función	
   de	
  

seccionamiento,	
  cofilina	
   lleva	
  a	
  cabo	
  un	
  doble	
  propósito:	
  crear	
  nuevos	
  extremos	
   libres	
  de	
  

los	
  cuales	
  puede	
  reiniciarse	
  la	
  polimerización,	
  y	
  también	
  derribar	
  y	
  despolimerizar	
  antiguas	
  

redes	
  para	
  el	
  reciclaje	
  de	
  los	
  monómeros	
  de	
  actina	
  [10]	
  (Figura	
  1).	
  	
  

Proteínas que controlan la polimerización de actina en el extremo positivo:	
  La	
  

polimerización	
   en	
   el	
   extremo	
  positivo	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   se	
   produce	
   con	
  mucho	
  

más	
  eficiencia	
  que	
  en	
  el	
  extremo	
  negativo.	
  Este	
  proceso	
  está	
  regulado	
  por	
  varias	
  proteínas,	
  

que	
   pueden	
   dividirse	
   en	
   dos	
   grupos	
   antagónicos:	
   promotores	
   de	
   la	
   polimerización	
   y	
  

proteínas	
  de	
  encapsulamiento.	
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Los	
   promotores	
   de	
   la	
   polimerización	
   incluyen	
   proteínas	
   nucleadoras	
   directas,	
   por	
  

ejemplo,	
   forminas.	
   Estas,	
   son	
   múltiples	
   proteínas	
   que	
   se	
   unen	
   al	
   extremo	
   positivo	
   del	
  

filamento	
   de	
   actina	
   y	
   regulan	
   su	
   estabilidad.	
   Funcionan	
   como	
   dispositivos	
   de	
  

polimerización	
  porque	
  inician	
  el	
  ensamble	
  de	
  novo	
  de	
  filamentos	
  al	
  reclutar	
  los	
  monómeros	
  

de	
   actina	
   y	
   usarlos	
   para	
   la	
   nucleación.	
   Si	
   bien	
   existen	
   muchas	
   forminas,	
   las	
   mejores	
  

caracterizadas	
   son	
   las	
  proteínas	
  homólogas	
  diáfano	
  1,	
  2	
  y	
  3	
   (mDia1,	
  mDia2	
  y	
  mDia3).	
   Su	
  

actividad	
   está	
   regulada	
   por	
   las	
   Rho	
   GTPasas	
   (por	
   ejemplo,	
   RhoA	
   regula	
   mDia1	
   y	
   Cdc42	
  

regula	
   mDia2).	
   Otras	
   proteínas,	
   como	
   la	
   fosfoproteína	
   vasodilatadora	
   (VASP),	
   también	
  

promueven	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina,	
  pero	
  no	
  nuclean	
  filamentos	
  de	
  novo.	
  	
  

Las	
   proteínas	
   de	
   encapsulamiento	
   por	
   otra	
   parte,	
   limitan	
   el	
   alargamiento	
   de	
   los	
  

filamentos	
  de	
  actina.	
  Como	
  ejemplos	
  tenemos	
  a	
  la	
  proteína	
  encapsuladora	
  de	
  filamentos	
  de	
  

actina	
   (CapZ)	
   y	
   gelsolina,	
   que	
   en	
   presencia	
   de	
   calcio	
   se	
   unen	
   con	
   alta	
   afinidad	
   a	
   los	
  

extremos	
  positivos	
  de	
  los	
  filamentos	
  y	
  evitan	
  la	
  incorporación	
  de	
  monómeros	
  [8]	
  (Figura	
  1).	
  	
  

Proteínas que regulan la nucleación de actina en el extremo negativo:	
   En	
   el	
  

lamelipodio,	
  proteínas	
  nucleadoras	
  de	
  actina	
  se	
  unen	
  al	
  extremo	
  negativo	
  de	
  los	
  filamentos	
  

y	
   proporcionan	
   un	
   andamio	
   que	
   promueve	
   su	
   polimerización.	
   Esta	
   función	
   se	
   realiza	
  

principalmente	
  por	
  el	
  complejo	
  de	
  proteínas	
  relacionadas	
  con	
  la	
  actina	
  2	
  y	
  3	
  (Arp2/3),	
  un	
  

heteroheptámero	
  que	
  se	
  une	
  a	
  los	
  lados	
  de	
  un	
  filamento	
  de	
  actina	
  preformado	
  y	
  promueve	
  

la	
  polimerización	
  de	
   este,	
   formando	
  un	
   ángulo	
  de	
  70°	
   con	
   el	
   filamento	
  preexistente.	
   Esta	
  

polimerización	
  con	
  geometría	
  ramificada	
  da	
  lugar	
  a	
  la	
  red	
  dendrítica	
  de	
  actina.	
  El	
  complejo	
  

Arp2/3	
   es	
   activado	
   cerca	
  de	
   la	
  membrana	
   celular	
  mediante	
   fosforilación,	
  mediado	
  por	
   la	
  

proteína	
  síndrome	
  Wiskott-­‐Aldrich	
  (WASP)	
  y	
  la	
  proteína	
  homóloga	
  verprolina	
  (WAVE),	
  y	
  a	
  

su	
  vez,	
  WASP	
  es	
  regulado	
  por	
  Cdc42	
  y	
  WAVE	
  por	
  Rac1	
  [11]	
  (Figura	
  1).	
  	
  

Proteínas de asociación entre filamentos de actina:	
   Ciertas	
   proteínas	
   se	
   unen	
  

lateralmente	
   a	
   los	
   filamentos	
   para	
   formar	
   haces	
   paralelos	
   con	
   la	
   misma	
   polaridad	
   (por	
  

ejemplo,	
  fascina	
  en	
  los	
  filopodios).	
  En	
  otros	
  casos	
  las	
  proteínas	
  se	
  unen	
  a	
  los	
  filamentos	
  de	
  

actina	
   para	
   formar	
   haces	
   antiparalelos,	
   como	
   se	
   observa	
   en	
   las	
   fibras	
   de	
   estrés.	
   Otras	
  

proteínas	
  favorecen	
  el	
  entrecruzamiento	
  de	
  los	
  filamentos	
  para	
  formar	
  redes	
  que	
  impiden	
  

el	
  libre	
  tránsito	
  de	
  las	
  organelas.	
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Figura 1. Esquema de los principales mecanismos y moléculas implicadas en la 
regulación de la organización del citoesqueleto de actina. El complejo Arp2/3 induce 
la ramificación mediante la adhesión a los lados de un filamento de actina pre-existente y 
por la promoción de la polimerización de novo. Las forminas como mDia1 y mDia2 
inducen la polimerización de actina mediante su adhesión al extremo positivo del 
filamento. Las forminas compiten con las proteínas de encapsulamiento como gelsolina y 
capZ. Cofilina corta los filamentos de actina y promueve la formación de nuevos 
extremos positivos. También genera monómeros de actina para ser incorporados a los 
filamentos a través de profilina/formina (reciclaje). Otra proteína pequeña, timosinaß4, 
secuestra los monómeros de actina y mantiene la fuente de monómeros disponibles. 
Además, se muestran otras proteínas de señalización que controlan estas moléculas. 
Ellas incluyen: Rho quinasa (ROCK), que se encuentra bajo el control de RhoA y activa a 
cofilina, WAVE y WASP que activan a Arp2/3, están bajo el control de Rac y Cdc42, 
respectivamente, finalmente, las forminas son también activadas por pequeñas Rho 
GTPasas (mDia1 por RhoA y mDia2 por Cdc42) [12]. 
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Proteínas de anclaje a la membrana:	
   Algunas	
   proteínas,	
   tal	
   como	
   la	
   proteína	
  

motora	
  miosina	
  I,	
   favorecen	
  la	
  asociación	
  en	
  forma	
  lateral	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  a	
   la	
  

membrana.	
   Otras	
   proteínas,	
   en	
   cambio,	
   conectan	
   perpendicularmente	
   los	
   filamentos	
   a	
   la	
  

membrana.	
  

Estructuras formadas por los filamentos de actina  

Los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   adoptan	
   diferentes	
   morfologías	
   según	
   el	
   número	
   de	
  

filamentos	
  y	
  el	
  tipo	
  y	
  número	
  de	
  proteínas	
  de	
  unión	
  a	
  actina	
  que	
  se	
  asocian	
  con	
  ellos.	
  Las	
  

proteínas	
  de	
  unión	
  a	
  actina,	
  como	
  miosinas,	
  α-­‐actininas,	
  filaminas	
  y	
  otras,	
  tienen	
  actividad	
  

de	
   entrecruzamiento	
   y	
   pueden	
   organizar	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   en	
   paquetes	
   o	
   una	
  

estructura	
   ramificada.	
   Si	
   dos	
   filamentos	
   muestran	
   sus	
   extremos	
   positivos	
   en	
   la	
   misma	
  

dirección,	
   el	
   paquete	
   resultante	
   es	
   paralelo.	
   Si	
   los	
   extremos	
   positivos	
   de	
   los	
   filamentos	
  

apuntan	
  en	
  direcciones	
  opuestas,	
  el	
  paquete	
  es	
  anti-­‐paralelo.	
  La	
  organización	
  consecuente	
  

de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  en	
  paquetes	
  o	
  una	
  red	
  ramificada	
  puede	
  dar	
  lugar	
  a	
  diferentes	
  

estructuras	
  celulares.	
  

	
  

Figura 2. Polimerización de actina en el lamelipodio. El complejo Arp2/3 es activado 
cerca de la membrana plasmática y adquiere la capacidad de unirse a los lados de los 
filamentos de actina pre-existentes. De esta manera, favorece la polimerización de un 
nuevo filamento con un ángulo de 70º y así, se desarrolla la red de actina que empuja la 
membrana plasmática. Los monómeros de actina-ATP se agregan al extremo positivo 
del filamento, mientras que en el extremo negativo los monómeros de actina-ADP son 
eliminados para su reciclaje [11], [13].  
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Los	
  filopodios	
  son	
  largos	
  y	
  delgados	
  salientes	
  que	
  emergen	
  de	
  la	
  membrana	
  celular.	
  

Están	
   hechos	
   de	
   paquetes	
   de	
   filamentos	
   de	
   actina	
   largos,	
   no	
   ramificados,	
   paralelos,	
   a	
  

menudo	
  decorados	
  con	
  las	
  proteínas	
  tropomiosina	
  y	
  fascina,	
  y	
  su	
  alargamiento	
  es	
  mediado	
  

por	
   forminas.	
  Principalmente	
  son	
  regulados	
  por	
   la	
  pequeña	
  Rho	
  GTPasa	
  Cdc42	
  y	
   llevan	
  a	
  

cabo	
  una	
  función	
  exploratoria,	
  permitiendo	
  a	
  la	
  célula	
  sondear	
  su	
  ambiente	
  local.	
  	
  

Los	
   lamelipodios,	
   en	
   cambio,	
   son	
   amplias	
   protuberancias	
   parecidas	
   a	
   hojas,	
   que	
  

contienen	
  una	
  red	
  ramificada	
  de	
   filamentos	
  de	
  actina	
  delgados	
  y	
  cortos.	
  Los	
   lamelipodios	
  

son	
  generados	
  por	
  la	
  pequeña	
  GTPasa	
  Rac1	
  y	
  algunos	
  de	
  sus	
  efectores,	
  en	
  particular	
  WAVE	
  

y	
  WASP,	
  que	
  controlan	
  el	
  complejo	
  Arp2/3	
  (Figura	
  2).	
  Detrás	
  del	
  lamelipodio,	
  a	
  menudo	
  hay	
  

otra	
  estructura,	
  la	
  lamela,	
  en	
  la	
  que	
  la	
  actina	
  se	
  encuentra	
  más	
  desordenada	
  que	
  ramificada.	
  

El	
   lamelipodio	
  es	
   la	
  región	
   fina	
  (~	
  1	
  μm)	
  más	
  cercana	
  a	
   la	
  membrana,	
  mientras	
   la	
   lamela	
  

representa	
  una	
  zona	
  más	
  amplia	
  (5-­‐10	
  μm)	
  y	
  más	
  cercana	
  al	
  núcleo	
  [14].	
  	
  

En	
   las	
   células	
   también	
   se	
   encuentran	
   las	
   fibras	
   de	
   estrés,	
   las	
   cuales	
   son	
   gruesos	
  

manojos	
  de	
  filamentos	
  de	
  actina	
  decorados	
  con	
  miosina	
  II,	
  que	
  particularmente	
  les	
  dota	
  la	
  

propiedad	
  contráctil.	
  La	
  pequeña	
  GTPasa	
  RhoA	
  es	
  una	
  reguladora	
  clave	
  de	
  la	
  formación	
  de	
  

las	
   fibras	
   de	
   estrés.	
   Estas	
   a	
  menudo	
   se	
   encuentran	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
   porción	
   ventral	
   de	
   la	
  

célula	
  y	
  terminan	
  en	
  una	
  gran	
  estructura	
  adhesiva	
  conocida	
  como	
  adhesión	
  focal	
  (AF)	
  [15].	
  	
  

En	
   la	
   lamela,	
   la	
   reorganización	
   de	
   la	
   actina,	
   en	
   lugar	
   de	
   la	
   polimerización,	
   es	
  

probablemente	
  el	
  principal	
  mecanismo	
  que	
  genera	
   la	
  arquitectura	
  de	
  esta	
  región.	
  En	
  ella,	
  

los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  están	
  organizados	
  y	
  agrupados	
  en	
  formaciones	
  gruesas,	
   lineales	
  y	
  

en	
  su	
  mayoría	
  anti-­‐paralela,	
  por	
   la	
  acción	
  de	
  dos	
   familias	
  de	
  proteínas	
  de	
  unión	
  a	
  actina:	
  

miosina	
  II	
  y	
  α-­‐actinina.	
  Estas	
  proteínas	
  reúnen	
  múltiples	
  filamentos	
  de	
  actina	
  individuales	
  y	
  

dan	
   lugar	
   a	
   haces	
   estables.	
   Miosina	
   II	
   también	
   proporciona	
   la	
   fuerza	
   contráctil	
   para	
   el	
  

deslizamiento	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina,	
  a	
  través	
  de	
  un	
  cambio	
  conformacional	
  impulsado	
  

por	
   su	
   actividad	
   ATPasa.	
   La	
   actividad	
   de	
  miosina	
   II	
   es	
   controlada	
   principalmente	
   por	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  la	
  cadena	
  ligera	
  reguladora,	
  mediante	
  quinasas	
  que,	
  a	
  su	
  vez,	
  son	
  reguladas	
  

por	
  Rho	
  GTPasas,	
  particularmente	
  RhoA.	
  Otras	
  proteínas	
  de	
  unión	
  a	
  actina	
  con	
  función	
  de	
  

ramificación,	
  como	
  tropomiosinas	
  y	
   filaminas,	
   también	
  están	
   implicadas	
  en	
   la	
  creación	
  de	
  

haces	
  de	
  actina	
  en	
  esta	
  región	
  [8].	
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Ya	
   sea	
   que	
   las	
   células	
   se	
  muevan	
   de	
  manera	
   individual	
   o	
   colectiva,	
   el	
   proceso	
   de	
  

migración	
  básicamente	
  es	
  el	
  mismo	
  y	
  conviene	
  analizarlo	
  como	
  un	
  ciclo	
  de	
  cuatro	
  etapas,	
  

las	
  cuales	
  están	
   frecuentemente	
  reguladas	
  por	
   los	
  mismos	
  efectores,	
   independientemente	
  

del	
   tipo	
   celular	
   y	
   el	
   modo	
   de	
   migración.	
   Estas	
   etapas	
   que	
   incluyen	
   1)	
   polarización,	
   2)	
  

protrusión	
   y	
   adhesión,	
   3)	
   translocación	
   del	
   cuerpo	
   celular,	
   y	
   4)	
   retracción	
   de	
   la	
   parte	
  

posterior	
  de	
  la	
  célula,	
  están	
  coordinadas	
  e	
  integradas	
  por	
  una	
  extensa	
  red	
  de	
  señalización	
  

celular	
  (Figura	
  3).	
  	
  

	
  

Figura 3. Esquema de las cuatro etapas de la migración celular. Luego de 
determinar la dirección del movimiento, 1) la célula extiende una protrusión en esa 
dirección mediante la polimerización de actina en el frente de avance celular. 2) El frente 
de avance se adhiere a moléculas de la superficie sobre la que se esta moviendo y 3) 
tracciona de ellas para conseguir la translocación del cuerpo celular. 4) Finalmente, en la 
parte posterior se deshacen las adhesiones al sustrato y se produce la retracción de la 
parte posterior celular mediante la fuerza contráctil del citoesqueleto [16]. 
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Proceso	
  de	
  migración	
  	
  

Polarización	
  de	
  la	
  célula	
  	
  

	
   La	
  polarización	
  celular	
  se	
  refiere	
  a	
  la	
  tendencia	
  que	
  poseen	
  las	
  células	
  migratorias	
  

de	
   estructurar	
   su	
   cuerpo	
   en	
   una	
   parte	
   frontal	
   y	
   una	
   parte	
   posterior.	
   La	
   polaridad,	
  

frecuentemente	
  es	
  reforzada	
  o	
  surge	
  en	
  ambientes	
  que	
  proveen	
  una	
  señal	
  direccional.	
  Estas	
  

señales	
   direccionales	
   pueden	
   ser	
   quimiotácticas	
   (inducidas	
   por	
   sustancias	
   químicas	
  

atractantes),	
  haptotácticas	
   (causadas	
  por	
  variaciones	
  en	
   la	
  concentración	
  de	
  un	
  sustrato),	
  

mecanotácticas	
   (por	
   la	
   ruptura	
   de	
   los	
   contactos	
   células-­‐célula	
   como	
   en	
   una	
   herida),	
  

electrotácticas	
   (inducidas	
  por	
  campos	
  eléctricos),	
  durotácticas	
   (debido	
  a	
  diferencias	
  en	
   la	
  

flexibilidad	
  del	
  sustrato),	
  o	
  combinaciones	
  de	
  alguna	
  de	
  estas.	
  El	
  resultado	
  de	
  estas	
  señales	
  

es	
  la	
  formación	
  de	
  un	
  definido	
  frente	
  de	
  avance	
  y	
  parte	
  posterior	
  celular.	
  	
  

	
   El	
  frente	
  de	
  avance	
  celular	
  se	
  caracteriza	
  por	
  ser	
  un	
  sitio	
  de	
  intensa	
  polimerización	
  

de	
  actina,	
  que	
  da	
   lugar	
  a	
   la	
  protrusión	
  de	
   la	
  membrana,	
  que	
  posteriormente	
  se	
  adhiere	
  al	
  

sustrato.	
  En	
  cambio,	
   la	
  parte	
  posterior	
  celular	
  se	
  caracteriza	
  por	
  contener	
  haces	
  de	
  actina	
  

más	
  estables,	
  y	
  por	
  ser	
  el	
  sitio	
  donde	
  se	
  liberan	
  y	
  desensamblan	
  las	
  adhesiones	
  al	
  sustrato.	
  

La	
  parte	
  central	
  de	
   la	
  célula,	
  usualmente	
  contiene	
  el	
  núcleo	
  y	
   los	
  microtúbulos,	
   los	
  cuales	
  

exhiben	
  diferentes	
  grados	
  de	
  polarización	
  dependiendo	
  del	
  tipo	
  celular	
  [17].	
  	
  

Algunas	
   células	
   se	
   polarizan	
   mediante	
   la	
   formación	
   de	
   un	
   frente	
   de	
   avance	
   en	
  

respuesta	
   a	
   agentes	
   externos.	
   Por	
   ejemplo,	
   en	
   células	
   epiteliales	
   en	
   cultivo,	
   el	
   fosfatidil-­‐

inositol-­‐3-­‐fosfato	
  (PI3P)	
  es	
  un	
  lípido,	
  que	
  se	
  produce	
  y	
  localiza	
  en	
  el	
  frente	
  de	
  avance,	
  y	
  el	
  

mantenimiento	
   de	
   la	
   polaridad	
   depende	
   de	
   su	
   producción	
   y	
   degradación	
   mediante	
   las	
  

proteínas	
   fosfatidil-­‐inositol-­‐3-­‐quinasa	
   (PI3K)	
   y	
   fosfatasa	
   homóloga	
   a	
   tensina	
   (PTEN),	
  

respectivamente.	
  La	
  acción	
  polarizada	
  del	
  PI3P	
  es	
  de	
  suma	
  importancia	
  para	
   la	
  migración	
  

porque	
   desencadena	
   vías	
   de	
   señalización	
   como	
   las	
   que	
   favorecen	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
  

membrana	
   [18].	
   Además,	
   en	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
   se	
   encuentra	
   la	
   pequeña	
   Rho	
   GTPasa	
  

Cdc42,	
   que	
   actúa	
   a	
   través	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   partición	
   defectuosa	
   3	
   y	
   6	
   (PAR3/6)	
   y	
   la	
  

proteína	
  quinasa	
  C	
   (PKC),	
   las	
   cuales	
   también	
   son	
  grandes	
   contribuyentes	
  de	
   la	
  polaridad	
  

celular.	
  Por	
  otro	
   lado,	
   en	
   la	
  parte	
  posterior	
  de	
   la	
   célula	
   la	
  polaridad	
  es	
  establecida	
  por	
   la	
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proteína	
   contráctil,	
  miosina	
   II,	
   la	
   cual	
   produce	
   largos	
   filamentos	
   de	
   actina	
   y	
  miosina	
   que	
  

actúan	
  sobre	
  las	
  adhesiones	
  celulares	
  [19],	
  (Figura	
  4	
  y	
  5).	
  	
  

	
  
Figura 4. La polaridad durante la migración celular. Cdc42, junto a PAR3/6 y PKC, 
son las proteínas principalmente involucradas en la generación de la polaridad celular. 
Pero muchas otras proteínas adicionales también están implicadas, como las 
encargadas de generar el tráfico de vesículas dirigido hacia el frente de avance, la 
organización de los microtúbulos, y la localización del centro organizador de 
microtúbulos (MTOC) y el aparato de Golgi por delante del núcleo. En presencia de 
agentes quimiotácticos, el PI3P es producido en el frente de avance a través de la acción 
localizada de PI3K. En cambio, PTEN es una fosfatasa del PI3P, que reside en la parte 
posterior celular. PTEN y miosina II están implicadas en restringir la formación de las 
protrusiones para que estas solo se generen en el frente de la célula [20].  

Protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  

La	
   protrusión	
   es	
   la	
   extensión	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   en	
   la	
   dirección	
   de	
   la	
  

migración	
  o	
   frente	
  de	
  avance	
  celular.	
  Posee	
  tres	
  componentes	
  principales:	
  1)	
   la	
  extensión	
  

de	
   la	
  membrana	
  plasmática,	
  2)	
   la	
   formación	
  de	
  una	
  estructura	
  subyacente	
  que	
  soporta	
   la	
  

extensión	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  establece	
  la	
  adhesión	
  al	
  sustrato	
  (las	
  cuales	
  proveen	
  el	
  sitio	
  de	
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tracción	
   para	
   el	
   movimiento	
   del	
   cuerpo	
   celular),	
   y	
   3)	
   la	
   señales	
   que	
   regulan	
   la	
  

polimerización	
  de	
  actina	
  [21].	
  	
  

 

Figura 5. Principales mecanismos que controlan el posicionamiento del núcleo y 
los microtúbulos durante la migración celular. La pequeña Rho GTPasa Cdc42 actúa 
a través de los filamentos de actina y miosina II para controlar la distancia y posición del 
núcleo respecto al MTOC. Cdc42 también controla el módulo PAR3/PAR6/PKC para 
controlar la dinámica de los microtúbulos a través del complejo dineína/dinactina [12].  

Básicamente,	
   la	
  protrusión	
  de	
   la	
  membrana	
  es	
  producida	
  por	
   la	
  reorganización	
  del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina.	
  Se	
  conocen	
  3	
  tipos	
  de	
  protrusiones,	
  los	
  lamelipodios,	
  los	
  filopodios	
  

y	
  los	
  ruffles.	
  Los	
  lamelipodios	
  son	
  protrusiones	
  planas	
  y	
  parecidas	
  a	
  un	
  abanico	
  y	
  en	
  estas,	
  

los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   se	
   encuentran	
  mayoritariamente	
   ramificados.	
   Los	
   filopodios	
   son	
  

otro	
   tipo	
   de	
   protrusiones	
   como	
   espigas,	
   los	
   cuales	
   comprenden	
   filamentos	
   de	
   actina	
  

organizados	
   en	
   largos	
   haces	
   paralelos.	
   Estas	
   dos	
   formas	
   de	
   protrusiones	
   se	
   piensa	
   que	
  

poseen	
   diferentes	
   roles:	
   los	
   filopodios	
   actúan	
   como	
   sensores	
   mecánicos	
   o	
   dispositivos	
  

exploratorios,	
   mientras	
   los	
   lamelipodios	
   proveen	
   amplias	
   superficies	
   que	
   generan	
   la	
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tracción	
  para	
  realizar	
  el	
  movimiento	
  [6].	
  Además,	
  se	
  encuentran	
   los	
  ruffles,	
   los	
  cuales	
  son	
  

protrusiones	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   ricas	
   en	
   filamentos	
   de	
   actina,	
   que	
   se	
   forman	
  

cuando	
  el	
   lamelipodio	
  no	
   se	
  adhiere	
  adecuadamente	
  al	
   sustrato,	
  por	
   lo	
  que	
   la	
  membrana	
  

forma	
  un	
  pliegue	
  que	
  se	
  retrae	
  hacia	
  el	
  cuerpo	
  celular	
  [22].	
  

Como	
  hemos	
  visto	
  anteriormente,	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  las	
  protrusiones	
  de	
  membrana	
  

el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  juega	
  un	
  papel	
  muy	
  importante,	
  y	
  su	
  organización	
  y	
  regulación	
  es	
  

llevada	
  a	
  cabo	
  por	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  proteínas.	
  	
  

Extensión de la membrana durante la protrusión  

Para	
  que	
  se	
  forme	
  la	
  protrusión	
  se	
  requiere	
  de	
  una	
  fuente	
  de	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  

esto	
   se	
   lleva	
   a	
   cabo	
   gracias	
   al	
   tráfico	
   de	
   vesículas.	
   La	
   pequeña	
   GTPasa	
   Rab8	
   y	
   los	
  

microtúbulos	
   son	
   los	
  encargados	
  de	
   la	
  entrega	
  de	
  vesículas	
  de	
  membrana	
  en	
  el	
   frente	
  de	
  

avance	
  celular	
  [23].	
  Además,	
  la	
  migración	
  celular	
  necesita	
  una	
  endocitosis	
  activa,	
  mediante	
  

la	
  cual	
  se	
  produce	
  el	
  reciclaje	
  de	
  las	
  integrinas	
  y	
  otros	
  receptores	
  [24].	
  Particularmente,	
  las	
  

vesículas	
  endocitadas	
  en	
   la	
   superficie	
  dorsal	
  de	
   las	
  células,	
   luego	
  del	
  paso	
  de	
  reciclaje,	
   se	
  

dirigen	
  al	
   frente	
  de	
  avance	
  y	
  regulan	
   la	
  polimerización	
  de	
   la	
  actina	
  a	
   través	
  de	
   la	
  entrega	
  

localizada	
   de	
   Rac1	
   activo	
   [25].	
   Es	
   así,	
   como	
   varios	
   mecanismos	
   celulares	
   actúan	
  

simultáneamente	
  para	
  que	
  la	
  reorganización	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  la	
  protrusión	
  de	
  

la	
  membrana	
  se	
  desarrollen	
  coordinadamente.	
  

Otros modos de protrusión 

En	
   algunos	
   casos	
   concretos,	
   la	
   protrusión	
   parece	
   ocurrir	
   en	
   ausencia	
   de	
   la	
  

polimerización	
   de	
   actina.	
   Por	
   ejemplo,	
   las	
   células	
   que	
   invaden	
  una	
  matriz	
   tridimensional	
  

generan	
   protrusiones	
   en	
   forma	
   de	
   blebs,	
   producidas	
   en	
   un	
   principio,	
   por	
   la	
   presión	
  

hidrostática	
   del	
   interior	
   de	
   la	
   célula.	
   En	
   los	
  blebs,	
   la	
   contracción	
   de	
  miosina	
   II	
   provee	
   la	
  

energía	
  que	
  da	
  lugar	
  a	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana.	
  En	
  etapas	
  posteriores,	
  el	
  ensamble	
  de	
  

actina	
   proporciona	
   estabilidad	
   a	
   estas	
   estructuras,	
   que	
   luego	
   evolucionan	
   a	
   lamelipodios	
  

[26].	
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En	
   resumen,	
   la	
   protrusión	
   resulta	
   de	
   la	
   activa	
   polimerización	
   y	
   la	
   específica	
  

reorganización	
  de	
  la	
  actina,	
  y	
  de	
  la	
  extensión	
  de	
  la	
  membrana.	
  Luego,	
  la	
  adhesión,	
  juega	
  un	
  

papel	
  clave	
  en	
  la	
  protrusión:	
  no	
  sólo	
  proporciona	
  el	
  lugar	
  de	
  tracción	
  para	
  que	
  la	
  membrana	
  

se	
  estabilice,	
  sino	
  que	
  también	
  nuclea	
  componentes	
  y	
  regula	
  la	
  señalización	
  que	
  controla	
  la	
  

reorganización	
  de	
  actina,	
  la	
  endocitosis	
  de	
  membrana	
  y	
  su	
  entrega.	
  	
  

Adhesión	
  de	
  la	
  célula	
  

La	
  adhesión	
  de	
  la	
  membrana	
  celular	
  al	
  sustrato	
  ocurre	
  principalmente	
  a	
  través	
  de	
  las	
  

integrinas.	
  Las	
  integrinas	
  son	
  una	
  larga	
  superfamilia	
  de	
  receptores	
  heterodiméricos	
  que	
  se	
  

unen	
  a	
  diferentes	
  ligandos	
  de	
  la	
  MEC	
  o	
  a	
  receptores	
  que	
  se	
  encuentran	
  sobre	
  otras	
  células.	
  

La	
   unión	
   de	
   las	
   integrinas	
   al	
   sustrato	
   es	
   clave	
   para	
   la	
   migración	
   celular	
   debido	
   a	
   que	
  

desencadena	
  vías	
  de	
  señalización	
  que	
  regulan	
  la	
  protrusión.	
  También,	
  estas	
  estructuras	
  se	
  

encargan	
  de	
  conectar	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  al	
  sustrato	
  y	
  de	
  ese	
  modo,	
  proveen	
  el	
  lugar	
  

de	
  anclaje	
  para	
  traccionar	
  durante	
  la	
  migración.	
  	
  

Los	
  sitios	
  de	
  adhesión	
  usualmente	
  están	
  restringidos	
  espacialmente	
  y	
  en	
  cuanto	
  al	
  

tamaño,	
   varían	
   de	
   pequeños	
   y	
   puntuales	
   (adhesiones	
   nacientes	
   o	
   complejos	
   focales)	
   a	
  

largos	
  y	
  elongados	
  (adhesiones	
  focales).	
  La	
  forma,	
  tamaño	
  y	
  rol	
  funcional	
  de	
  las	
  adhesiones	
  

varía	
   con	
   su	
   localización	
   subcelular	
   y	
   el	
   tipo	
   de	
   célula.	
   Aquellas	
   adhesiones	
   que	
   se	
  

encuentran	
   en	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
   (en	
   los	
   lamelipodios),	
   tienden	
   a	
   ser	
   pequeñas,	
  

promueven	
   una	
   activa	
   polimerización	
   de	
   actina,	
   y	
   se	
   ensamblan	
   y	
   desensamblan	
  

rápidamente.	
   En	
   cambio,	
   aquellas	
   adhesiones	
   que	
   se	
   encuentran	
  más	
   lejos	
   del	
   frente	
   de	
  

avance	
  suelen	
  ser	
  más	
  largas,	
  estables	
  y	
  anclan	
  largos	
  haces	
  de	
  filamentos	
  de	
  actina	
  [27].	
  	
  	
  

Las	
   adhesiones	
   focales	
   (AFs)	
   son	
  estructuras	
   formadas	
  por	
  más	
  de	
  150	
  moléculas.	
  

Algunos	
  componentes	
   forman	
  parte	
  de	
  complejos	
  de	
  señalización	
  celular,	
   como	
  proteínas	
  

quinasas	
   y	
   adaptadoras.	
   Paxilina	
   y	
   la	
   quinasa	
   de	
   las	
   adhesiones	
   focales	
   (FAK)	
   son	
   dos	
  

proteínas	
  clave	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  mediadas	
  por	
  las	
  AFs.	
  Ambas	
  están	
  implicadas	
  en	
  

la	
  regulación	
  de	
  las	
  Rho	
  GTPasas,	
  las	
  cuales	
  en	
  la	
  migración,	
  juegan	
  un	
  rol	
  preponderante.	
  

La	
  mayoría	
  de	
  las	
  vías	
  que	
  regulan	
  la	
  migración	
  convergen	
  sobre	
  estas	
  GTPasas,	
  las	
  cuales	
  a	
  

su	
  vez,	
  regulan	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  y	
  su	
  organización,	
  la	
  contracción	
  de	
  miosina	
  y	
  la	
  

dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Otras	
  proteínas,	
  muy	
  importantes	
  como	
  componentes	
  de	
  las	
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AFs,	
   simplemente	
   conectan	
   la	
   actina	
   al	
   sustrato	
   a	
   través	
   de	
   las	
   integrinas.	
   Ellas	
   incluyen	
  

talina,	
  vinculina	
  y	
  alfa-­‐actinina	
  [28],	
  [29],	
  (Figura	
  6).	
  

	
  
Figura 6. Esquema de la estructura y regulación de las AFs. Las AFs están 
conectadas al citoesqueleto de actina mediante el vínculo de la actina con talina, 
vinculina y alfa-actinina, y otras moléculas de señalización que incluyen FAK y paxilina. 
Estas uniones generan señales que activan Rac y promueven la polimerización de 
actina. Por otro lado, la activación de RhoA en las AFs incrementa la actividad de 
miosina II y la contractilidad de la estructura. Otros eventos que ocurren en las AFs son 
la internalización de las integrinas, mediado por dinamina, y la focalización de los 
microtúbulos, lo cual contribuye al desensamble de las AFs [12].  

Translocación	
  del	
  cuerpo	
  y	
  retracción	
  de	
  la	
  parte	
  posterior	
  celular	
  

Para	
   que	
   una	
   célula	
   pueda	
   migrar,	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
   parte	
   delantera	
   y	
   el	
  

desplazamiento	
  del	
  cuerpo,	
  deben	
  continuar	
  con	
  la	
  retracción	
  de	
  la	
  parte	
  posterior	
  celular.	
  

El	
  desplazamiento	
  del	
  cuerpo	
  de	
  la	
  célula	
  es	
  propulsado	
  por	
  una	
  contracción	
  coordinada	
  del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  miosina	
  y	
  los	
  microtúbulos.	
  Luego,	
  para	
  la	
  efectiva	
  retracción	
  de	
  la	
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parte	
   posterior	
   celular	
   se	
   requiere	
   el	
   desensamble	
   de	
   las	
   AFs.	
   Varios	
   mecanismos	
  

convergen	
  para	
  el	
  desprendimiento	
  de	
   las	
  adhesiones:	
   la	
  contracción	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  

actina	
   y	
   miosina,	
   la	
   relajación	
   de	
   las	
   adhesiones	
   inducida	
   por	
   los	
   microtúbulos,	
   la	
  

endocitosis	
   de	
   los	
   receptores	
   de	
   adhesión,	
   y	
   el	
   clivaje	
   proteolítico	
   de	
   las	
   proteínas	
   que	
  

forman	
  las	
  AFs.	
  	
  

	
  

Figura 7. Moléculas claves de la etapa de retracción celular. En la parte posterior de 
la célula, el desensamble de las AFs da lugar a la retracción de la cola. Este proceso es 
mediado por varias proteínas como Rho, miosina II y calpaína, vías de señalización que 
incluyen FAK, la tirosina quinasa proto-oncogén (Src) y la quinasa regulada por señales 
extracelulares (ERK), y el transporte de los componentes por los microtúbulos. Muchas 
de estas moléculas también regulan el desensamble de las adhesiones en la parte 
anterior de la célula, justo detrás del frente de avance [20]. 

Contracción	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  miosina:	
  El	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  miosina	
  II	
  

promueven	
  la	
  retracción	
  de	
  la	
  parte	
  trasera	
  de	
  las	
  células.	
  Miosina	
  II	
  actúa	
  corriente	
  abajo	
  

de	
  RhoA	
  y	
  ROCK,	
  y	
  genera	
  la	
  fuerza	
  para	
  llevar	
  a	
  cabo	
  la	
  retracción	
  y	
  el	
  desensamble	
  de	
  las	
  

adhesiones.	
  

Relajación	
   de	
   las	
   adhesiones	
   inducida	
   por	
   los	
   microtúbulos:	
   Los	
   microtúbulos	
   toman	
  

contacto	
  con	
  algunas	
  adhesiones,	
  en	
  particular	
  las	
  ubicadas	
  en	
  la	
  parte	
  trasera	
  de	
  la	
  célula,	
  

y	
  promueven	
  el	
  desensamble	
  de	
  las	
  mismas.	
  La	
  acción	
  de	
  dinamina	
  y	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  



Introducción	
  

	
   	
  31	
  

FAK/Src/ERK,	
  son	
  también	
  requeridas	
  para	
  el	
  desensamble	
  de	
  las	
  adhesiones,	
  pero	
  todavía	
  

se	
   desconoce	
   si	
   son	
   necesarias	
   para	
   la	
   endocitosis,	
   o	
   el	
   estímulo	
   adicional	
   de	
   alguna	
   vía	
  

para	
  la	
  relajación	
  de	
  las	
  adhesiones.	
  	
  

Endocitosis	
  de	
  los	
  receptores	
  de	
  adhesión:	
  La	
  endocitosis	
  y	
  reciclado	
  de	
  las	
  integrinas	
  y	
  

otros	
  receptores,	
  son	
  mecanismos	
  importantes	
  en	
  la	
  renovación	
  de	
  las	
  adhesiones	
  y	
  por	
  lo	
  

tanto,	
  un	
  paso	
  crucial	
  en	
  el	
  control	
  de	
  la	
  migración.	
  Específicamente,	
  durante	
  la	
  migración	
  

direccional	
  la	
  endocitosis	
  conduce	
  la	
  internalización	
  y	
  reciclaje	
  de	
  las	
  integrinas	
  a	
  través	
  de	
  

la	
  acción	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  FAK,	
  dinamina	
  y	
  varias	
  Rabs.	
  	
  

Clivaje	
   dependiente	
   de	
   calpaína:	
   Las	
   calpaínas	
   son	
   una	
   familia	
   de	
   proteasas	
  

involucradas	
  en	
  la	
  retracción	
  de	
  la	
  parte	
  trasera	
  de	
  la	
  célula.	
  Varias	
  proteínas	
  son	
  sustrato	
  

de	
   estas	
   enzimas	
   dependientes	
   de	
   calcio.	
   Particularmente,	
   el	
   clivaje	
   de	
   talina	
   y	
   FAK	
   es	
  

crítico	
  para	
  la	
  retracción	
  de	
  la	
  parte	
  posterior	
  celular	
  y	
  la	
  migración	
  [30],	
  [31],	
  (Figura	
  7).	
  	
  

	
  

Como	
  ya	
  se	
  ha	
  mencionado,	
  para	
  que	
  el	
  ciclo	
  de	
  migración	
  sea	
  continuo,	
  es	
  necesario	
  

reciclar	
  algunos	
  componentes.	
  Las	
   integrinas,	
   liberadas	
   luego	
  del	
  desensamble	
  de	
   las	
  AFs,	
  

son	
  reclutadas	
  hacia	
  dominios	
  específicos	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  para	
  ser	
  endocitadas.	
  

Esta	
  endocitosis	
  suele	
  producirse	
  en	
  la	
  superficie	
  dorsal	
  de	
  la	
  célula,	
  a	
  través	
  de	
  estructuras	
  

conocidas	
   como	
   ruffles	
   dorsales	
   circulares	
   (CDRs).	
   Los	
   CDRs	
   son	
   proyecciones	
   de	
   la	
  

membrana	
   ricas	
   en	
   actina-­‐F.	
   Su	
   formación	
   comienza	
   como	
   un	
   ruffle	
   inmaduro,	
   plano	
   y	
  

abierto,	
  y	
  de	
  forma	
  progresiva	
  se	
  transforma	
  en	
  un	
  ruffle	
  circular	
  que	
  se	
  cierra	
  totalmente.	
  

Estos	
   anillos,	
   posteriormente	
   se	
   contraen	
   y	
   se	
   hunden	
   en	
   el	
   citoplasma.	
   Los	
   CDRs	
   son	
  

formaciones	
  transcientes,	
  altamente	
  dinámicas,	
  con	
  una	
  función	
  crítica	
  en	
  la	
  internalización	
  

de	
  receptores	
  de	
  membrana,	
  particularmente	
  de	
  las	
  integrinas.	
  Luego	
  de	
  la	
  internalización,	
  

las	
   integrinas	
   transitan	
   a	
   través	
   de	
   los	
   compartimientos	
   endosomales	
   de	
   reciclaje	
   para	
  

formar	
  nuevas	
  AFs	
  en	
  el	
  frente	
  de	
  avance	
  celular	
  [32],	
  [33].	
  	
  	
  

Regulación	
  e	
  integración	
  	
  

Los	
   procesos	
   de	
   polarización,	
   protrusión,	
   adhesión,	
   translocación	
   y	
   retracción	
  

celular	
  son	
  regulados	
  por	
  complejas	
  redes	
  de	
  señalización	
  iniciadas	
  por	
  integrinas	
  y	
  otros	
  

receptores.	
   En	
   el	
   centro	
   de	
   esta	
   regulación	
   se	
   encuentran	
   grandes	
   estructuras	
   de	
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señalización,	
  asociadas	
  y	
  organizadas	
  por	
  proteínas	
  adaptadoras	
  multidominio	
  y	
  lípidos	
  de	
  

membrana.	
   Así,	
   estas	
   estructuras	
   localizan	
   y	
   activan	
   proteínas	
   quinasas	
   y	
   fosfatasas	
   que	
  

contribuyen	
  a	
  la	
  integración	
  de	
  los	
  procesos	
  que	
  median	
  la	
  migración	
  celular	
  [34].	
  	
  

El	
   estímulo	
   de	
   la	
   migración	
   se	
   inicia	
   en	
   la	
   superficie	
   celular	
   y	
   desencadena	
   una	
  

estrecha	
  regulación	
  espacio-­‐temporal,	
  de	
  múltiples	
  redes	
  de	
  señalización	
  entrelazadas.	
  La	
  

señalización	
   puede	
   comenzar	
   a	
   través	
   de	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteína	
  G	
   (GPCRs),	
   las	
  

integrinas,	
  los	
  receptores	
  para	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  otros.	
  La	
  complejidad	
  de	
  esta	
  red	
  

interconectada	
  se	
  observa	
  por	
  ejemplo,	
  en	
  la	
  sinergia	
  que	
  existe	
  entre	
  los	
  receptores	
  para	
  

factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  las	
  integrinas.	
  En	
  la	
  Figura	
  8	
  se	
  presenta	
  un	
  esquema	
  simplificado	
  

de	
  algunos	
  de	
   los	
   intermediarios	
  de	
   señalización	
  entre	
   los	
   receptores	
  y	
   la	
   familia	
  de	
  Rho	
  

GTPasas,	
  RhoA,	
  Rac1	
   y	
  Cdc42.	
  Muchos	
  de	
   estos	
   receptores	
   se	
   agregan	
   en	
   respuesta	
   a	
   los	
  

estímulos	
  extracelulares	
  y	
  finalmente	
  organizan	
  estructuras	
  de	
  señalización.	
  	
  

Las	
  respuestas	
  a	
  nivel	
  de	
  los	
  receptores	
  de	
  membrana	
  incluyen:	
  la	
  actividad	
  quinasa	
  

intrínseca	
  en	
  algunos	
  receptores	
  para	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  que	
  lleva	
  a	
  la	
  fosforilación	
  de	
  

efectores	
   proximales.	
   En	
   otros	
   casos,	
   la	
   activación	
   ocurre	
   a	
   través	
   de	
   un	
   cambio	
  

conformacional	
  luego	
  de	
  la	
  unión	
  del	
  ligando,	
  que	
  desencadena	
  la	
  asociación	
  o	
  disociación	
  

de	
  efectores	
  corriente	
  abajo.	
  Estas	
  señales	
   iniciales	
   luego	
  se	
  propagan	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
  una	
  o	
  

varias	
   ramas	
   de	
   una	
   compleja	
   red	
   interconectada,	
   de	
   intermediarios	
   que	
   eventualmente	
  

llegan	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  las	
  Rho	
  GTPasas.	
  	
  

Las	
  Rho	
  GTPasas	
  son	
  esenciales	
  para	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  y	
  actúan	
  a	
  través	
  de	
  

efectores,	
  para	
  regular,	
  entre	
  otros	
  procesos,	
  la	
  polimerización,	
  organización	
  y	
  contracción	
  

de	
   actina,	
   la	
   estabilidad	
   de	
   los	
   microtúbulos	
   e	
   incluso,	
   la	
   transcripción	
   de	
   genes	
   que	
  

promueven	
   la	
  motilidad	
  celular	
   [35].	
  La	
  activación	
  de	
   las	
  Rho	
  GTPasas	
  ocurre	
  a	
   través	
  de	
  

las	
  proteínas	
  intercambiadoras	
  de	
  nucleótidos	
  de	
  guanina	
  (GEFs),	
  las	
  cuales	
  anteriormente	
  

fueron	
  estimuladas	
  por	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  de	
  membrana.	
  Luego,	
  cada	
  miembro	
  

de	
  las	
  Rho	
  GTPasas	
  controla	
  efectores	
  específicos,	
  de	
  manera	
  que	
  cada	
  una	
  puede	
  regular	
  

diferentes	
   aspectos	
   de	
   la	
   organización	
   celular	
   necesaria	
   para	
   una	
   migración	
   celular	
  

eficiente	
  [20],	
  [24].	
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Dado	
  que	
  las	
  distintas	
  etapas	
  de	
  la	
  migración	
  celular	
  se	
  encuentran	
  específicamente	
  

reguladas,	
  cualquier	
  alteración	
  producida	
  en	
  alguna	
  de	
  las	
  moléculas	
  que	
  participan	
  en	
  este	
  

proceso	
  puede	
  tener	
  implicancias	
  patológicas.	
  

 

Figura 8. Vías de señalización activadas por receptores de la membrana 
plasmática, que incluyen las integrinas, los receptores tirosina quinasa (RTK) y los 
receptores acoplados a proteínas G (GPCR).	
   El diagrama enfatiza un punto de 
señalización convergente, de los activadores de las Rho GTPasas, cuya acción final 
involucra la organización y remodelado del citoesqueleto de actina, miosina y los 
microtúbulos [12].   

Patologías	
  relacionadas	
  con	
  la	
  migración	
  celular	
  	
  

La	
  regulación	
  de	
  la	
  migración	
  celular	
  es	
  un	
  proceso	
  complejo	
  que	
  involucra	
  cientos	
  

de	
   moléculas.	
   Debido	
   a	
   esto,	
   la	
   falta	
   o	
   alteración	
   de	
   alguno	
   de	
   sus	
   componentes	
   puede	
  

producir	
  una	
  desregulación.	
  El	
   resultado	
  de	
   tales	
  desregulaciones	
  va	
  a	
  estar	
  determinado	
  

por	
  las	
  moléculas	
  implicadas	
  y	
  las	
  células	
  afectadas.	
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En	
   el	
   desarrollo	
   embrionario,	
   las	
   alteraciones	
   en	
   la	
  migración	
   celular	
   puede	
   tener	
  

consecuencias	
   catastróficas.	
   Por	
   ejemplo,	
   la	
   supresión	
   genética	
   de	
   un	
   receptor	
   clave	
  

quimiotáctico,	
  provoca	
  alteraciones	
  importantes	
  que	
  incluyen	
  anormalidades	
  del	
  cerebro	
  y	
  

el	
  corazón,	
  y	
  linfopoyesis	
  defectuosa.	
  En	
  el	
  organismo	
  adulto,	
  la	
  debilitación	
  de	
  la	
  migración	
  

retrasa	
  la	
  cicatrización	
  de	
  heridas	
  o	
  deteriora	
  la	
  respuesta	
  inmune.	
  	
  

En	
   los	
   síndromes	
   inflamatorios	
   crónicos,	
   tales	
   como	
   asma,	
   artritis	
   reumatoide,	
  

esclerosis	
   múltiple,	
   psoriasis	
   y	
   enfermedad	
   Crohn′s,	
   también	
   se	
   encuentra	
   alterada	
   la	
  

migración	
  celular,	
  es	
  decir,	
  se	
  produce	
   la	
  constante	
   infiltración	
  de	
  células	
   inmunitarias	
  en	
  

lugares	
  inapropiados.	
  Una	
  vez	
  que	
  estas	
  células	
  se	
  localizan	
  de	
  forma	
  anormal	
  en	
  un	
  tejido,	
  

se	
  activan	
  y	
  causan	
  daños	
  masivos	
  y	
  deterioro	
  progresivo.	
  	
  

En	
   la	
  aterosclerosis,	
   la	
   lesión	
  vascular	
  conduce	
  a	
   la	
  disfunción	
  endotelial,	
  que,	
  a	
  su	
  

vez,	
  promueve	
  la	
  expresión	
  de	
  marcadores	
  inflamatorios	
  y	
  la	
  migración	
  transendotelial	
  de	
  

leucocitos.	
   El	
   reclutamiento	
   de	
   leucocitos	
   desde	
   la	
   circulación	
   a	
   la	
   íntima	
  del	
   vaso,	
   es	
   un	
  

paso	
  crucial	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  placas	
  fibrosas.	
  Las	
  citoquinas	
  producidas	
  en	
  respuesta	
  a	
  

la	
   reacción	
   inflamatoria,	
   estimulan	
   la	
   expresión	
   de	
   moléculas	
   de	
   adhesión	
   en	
   la	
   célula	
  

endotelial,	
  e	
  inducen	
  la	
  proliferación	
  y	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  musculares	
  lisas.	
  

Finalmente,	
   la	
   migración	
   celular	
   también	
   contribuye	
   al	
   proceso	
   de	
   formación	
   de	
  

metástasis.	
  Las	
  células	
  tumorales	
  migran	
  como	
  células	
  individuales	
  o	
  en	
  grupos	
  pequeños,	
  

para	
  difundir	
  desde	
  el	
  sitio	
  inicial	
  de	
  crecimiento	
  del	
  tumor.	
  Adquieren	
  un	
  fenotipo	
  invasivo	
  

caracterizado	
   tanto	
   por	
   la	
   pérdida	
   de	
   las	
   interacciones	
   célula-­‐célula,	
   como	
   por	
   una	
  

movilidad	
   celular	
   creciente.	
   La	
   migración	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   típicamente	
   está	
  

regulada	
   por	
   las	
   integrinas,	
   las	
   enzimas	
   degradadoras	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   y	
   las	
  

moléculas	
   de	
   adhesión	
   célula-­‐célula.	
   Varias	
   citoquinas	
   y	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   han	
  

demostrado	
   estimular	
   la	
   invasión,	
   y	
   se	
   encuentran	
   sobreexpresados	
   en	
   una	
   variedad	
   de	
  

tumores	
  [36].	
  	
  

El	
  hecho	
  de	
  que	
  la	
  migración	
  celular	
  tenga	
  un	
  papel	
  muy	
  importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  

de	
   las	
   metástasis,	
   impulsa	
   la	
   intensa	
   investigación	
   acerca	
   de	
   las	
   vías	
   involucradas	
   en	
   la	
  

motilidad	
   de	
   las	
   células.	
   Como	
   resultado	
   de	
   esos	
   estudios,	
   se	
   espera	
   descubrir	
   nuevos	
  

blancos	
  terapéuticos	
  para	
  evitar	
  esta	
  patología.	
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Cáncer	
  y	
  metástasis	
  	
  

El	
   cáncer	
   es	
   una	
   enfermedad	
   que	
   se	
   produce	
   por	
   un	
   daño	
   genético	
   que	
   altera	
   las	
  

funciones	
  normales	
  de	
  la	
  célula,	
  que	
  incluyen	
  la	
  proliferación,	
  la	
  apoptosis	
  y	
  la	
  reparación	
  

del	
  ADN.	
  La	
  acumulación	
  de	
  varias	
  alteraciones	
  en	
  los	
  genes	
  incrementa	
  el	
  riesgo	
  de	
  cáncer.	
  

Básicamente,	
   la	
  proliferación	
  celular	
  incontrolada	
  da	
  lugar	
  a	
  masas	
  tumorales	
  que	
  afectan	
  

la	
   función	
   de	
   los	
   órganos	
   y	
   tejidos	
   en	
   los	
   que	
   se	
   sitúan,	
   y	
   pueden	
   también	
   invadir	
   otras	
  

partes	
  del	
  cuerpo.	
  No	
  todos	
  los	
  tumores	
  son	
  malignos.	
  Los	
  tumores	
  benignos	
  suelen	
  tener	
  

un	
   crecimiento	
   lento,	
   no	
   invaden	
   los	
   tejidos	
   vecinos	
   y	
   quedan	
   confinados	
   en	
   un	
   lugar	
  

determinado,	
  por	
  lo	
  que	
  pueden	
  ser	
  extraídos	
  fácilmente	
  mediante	
  cirugía.	
  En	
  cambio,	
   los	
  

tumores	
  malignos	
  crecen	
  rápidamente,	
  invaden	
  los	
  tejidos	
  vecinos	
  y	
  dan	
  lugar	
  a	
  metástasis	
  

[37].	
  	
  

Las	
   causas	
   de	
   riesgo	
   de	
   desarrollar	
   cáncer	
   incluyen	
   el	
   tabaco,	
   ciertas	
   infecciones,	
  

radiación,	
  sedentarismo,	
  obesidad,	
  contaminación	
  ambiental	
  y	
  fallas	
  genéticas	
  hereditarias.	
  

Hay	
   que	
   tener	
   en	
   cuenta	
   que	
   la	
   historia	
   familiar	
   es	
   un	
   importante	
   factor	
   de	
   riesgo	
   en	
   la	
  

mayoría	
  de	
  los	
  tipos	
  de	
  cáncer.	
  	
  

En	
  el	
  mundo	
  occidental,	
  el	
  cáncer	
  de	
  pulmón	
  es	
  el	
  que	
  más	
  muertes	
  produce	
  y	
  está	
  

fuertemente	
   asociado	
   al	
   consumo	
   de	
   tabaco.	
   En	
   la	
   mujer,	
   el	
   cáncer	
   de	
   mama	
   es	
   el	
   más	
  

frecuente	
  y	
  el	
  10%	
  de	
  estos	
  se	
  debe	
  a	
  la	
  herencia	
  de	
  una	
  mutación	
  genética	
  específica	
  en	
  los	
  

genes	
  de	
  susceptibilidad	
  al	
  cáncer	
  de	
  mama	
  1	
  y	
  2	
  (BRCA1	
  y	
  BRCA2).	
  El	
  resto	
  de	
  los	
  casos	
  se	
  

atribuyen	
  a	
  la	
  acción	
  de	
  múltiples	
  genes.	
  	
  

En	
  el	
  hombre,	
  el	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  es	
  la	
  segunda	
  causa	
  de	
  muerte	
  relacionada	
  con	
  

tumores.	
  Aparece	
  luego	
  de	
  los	
  50	
  años,	
  es	
  de	
  crecimiento	
  lento,	
  pero	
  suele	
  extenderse	
  a	
  los	
  

nódulos	
  linfáticos	
  y	
  a	
  los	
  huesos.	
  Los	
  principales	
  factores	
  de	
  riesgo	
  son	
  la	
  obesidad,	
  la	
  edad	
  

avanzada	
   y	
   la	
   historia	
   familiar.	
   Los	
   hombres	
   que	
   tienen	
  un	
   familiar	
   de	
  primer	
   grado	
   con	
  

cáncer	
   de	
   próstata	
   tienen	
   el	
   doble	
   de	
   riesgo	
   de	
   padecerlo.	
   Si	
   bien	
   se	
   piensa	
   que	
  muchos	
  

genes	
  están	
  implicados	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  este	
  tipo	
  de	
  cáncer,	
  las	
  mutaciones	
  en	
  BRCA1	
  y	
  

BRCA2,	
   el	
   gen	
   del	
   cáncer	
   de	
   próstata	
   hereditario	
   1	
   (HPC1),	
   el	
   receptor	
   androgénico,	
   el	
  

receptor	
  de	
  vitamina	
  D	
  y	
  PTEN,	
  son	
  las	
  más	
  frecuentes	
  [38].	
  	
  

La	
   metástasis	
   es	
   la	
   principal	
   causa	
   de	
   muerte	
   en	
   los	
   pacientes	
   con	
   cáncer.	
   Es	
   la	
  

propagación	
  del	
  cáncer	
  desde	
  un	
  tumor	
  primario	
  hacia	
  otras	
  partes	
  del	
  cuerpo.	
  Esto	
  ocurre	
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porque	
  en	
  el	
  tumor	
  primario	
  se	
  produce	
  un	
  daño	
  genético	
  progresivo,	
  que	
  da	
  lugar	
  a	
  células	
  

tumorales	
  con	
  un	
  fenotipo	
  maligno,	
  que	
  les	
  permite	
  invadir	
  los	
  tejidos	
  vecinos,	
  ingresar	
  en	
  

la	
  circulación	
  sanguínea	
  o	
  linfática	
  y	
  colonizar	
  tejidos	
  distantes	
  [39].	
  

El	
  proceso	
  metastásico,	
  también	
  llamado	
  “cascada	
  metastásica”	
  se	
  desarrolla	
  en	
  una	
  

serie	
   de	
  pasos	
   esquematizado	
  de	
   la	
   siguiente	
  manera.	
   Las	
   células	
   del	
   tumor	
  primario:	
   1)	
  

invaden	
   localmente	
   la	
   MEC,	
   2)	
   ingresan	
   a	
   la	
   luz	
   de	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
   o	
   linfáticos	
  

(intravasación),	
   3)	
   son	
   transportadas	
   por	
   la	
   circulación	
   sanguínea	
   o	
   linfática,	
   4)	
   quedan	
  

atrapadas	
   en	
   la	
   vasculatura	
   de	
   órganos	
   distantes,	
   5)	
   se	
   produce	
   la	
   extravasación	
   en	
   el	
  

parénquima	
   de	
   los	
   órganos	
   distantes,	
   6)	
   sobreviven	
   en	
   un	
   microambiente	
   foráneo	
   para	
  

formar	
   micrometastásis	
   y	
   7)	
   reinician	
   un	
   programa	
   proliferativo	
   que	
   da	
   lugar	
   a	
   las	
  

metástasis	
  macroscópicas	
  que	
  pueden	
  ser	
  detectadas	
  clínicamente	
  [40],	
  (Figura	
  9).	
  

	
  

Figura 9. Invasión tumoral y metástasis. Las metástasis son eventos biológicos 
complejos que se producen mediante la sucesión de los siguientes pasos: 1) Las células 
presentes en el tumor primario rompen las uniones intercelulares y degradan la MEC 
para invadir los tejidos adyacentes, 2) ingresan a los vasos sanguíneos o linfáticos 
(intravasación), 3) se adhieren a leucocitos y plaquetas para sobrevivir el transporte a 
través de la vasculatura, 4) quedan atrapadas en órganos distantes, 5) sufren la 
extravasación en el parénquima de los tejidos distantes, 6) sobreviven en un 
microambiente foráneo para formar micrometástasis, y 7) reinician un programa 
proliferativo para generar una masa tumoral secundaria [40].  
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Cascada	
  metastásica	
  

Invasión	
  local	
  	
  

La	
  invasión	
  local	
  del	
  tejido	
  tumoral	
  es	
  el	
  primer	
  proceso	
  que	
  se	
  produce	
  durante	
  el	
  

desarrollo	
  de	
   la	
  metástasis.	
  Esto	
   significa	
  que	
   las	
   células	
   tumorales	
   se	
   separan	
  del	
   tumor	
  

primario	
  y	
  penetran	
  en	
  el	
  estroma	
  que	
  circunda	
  al	
  tumor.	
  Para	
  esto,	
   las	
  células	
  tumorales	
  

liberan	
  proteasas,	
   conocidas	
  como	
  metaloproteasas	
  de	
   la	
  matriz	
  extracelular	
   (MMPs)	
  que	
  

degradan	
  la	
  MEC	
  y	
  así,	
  consiguen	
  liberar	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  citoquinas	
  y	
  componentes	
  

que	
  se	
  encuentran	
  atrapados	
  entre	
  las	
  fibras	
  del	
  tejido.	
  De	
  esta	
  manera,	
  se	
  inician	
  una	
  serie	
  

de	
   eventos	
  que	
   regulan	
   la	
   adhesión,	
  migración,	
   invasión	
  y	
   sobrevida	
  de	
   la	
   célula	
   tumoral	
  

[41].	
  

Las metaloproteasas de la matriz extracelular 

Una	
   vez	
   que	
   las	
   células	
   tumorales	
   invaden	
   el	
   tejido	
   que	
   rodea	
   el	
   tumor,	
  

interaccionan	
   con	
   una	
   variedad	
   de	
   células	
   estromales,	
   como	
   fibroblastos,	
   macrófagos	
   y	
  

otras	
  células	
  del	
  sistema	
  inmune.	
  Las	
  células	
  estromales	
  son	
  capaces	
  de	
  ayudar	
  a	
  la	
  célula	
  

tumoral	
   en	
   el	
   proceso	
   de	
   invasión,	
   mediante	
   la	
   liberación	
   de	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   o	
  

sustancias	
  quimiotácticas	
  que	
  favorecen	
  la	
  metástasis	
  [42].	
  La	
  invasión	
  local	
  le	
  permite	
  a	
  las	
  

células	
   tumorales	
   alcanzar	
   un	
   objetivo	
   crucial	
   de	
   la	
   metástasis:	
   acceder	
   a	
   los	
   vasos	
  

sanguíneos	
   y	
   linfáticos	
  que	
   les	
  permitirán	
   transportarse	
  hacia	
   tejidos	
   lejanos	
   [43],	
   (Figura	
  
10).	
  	
  

Las	
   MMPs	
   son	
   endopeptidasas	
   dependientes	
   de	
   zinc,	
   que	
   pertenecen	
   a	
   una	
   gran	
  

familia	
  de	
  proteasas	
  que	
  degradan	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  MEC.	
  Colectivamente,	
  son	
  capaces	
  

de	
   degradar	
   todo	
   tipo	
   de	
   proteínas	
   de	
   la	
   MEC,	
   y	
   además	
   pueden	
   procesar	
   moléculas	
  

bioactivas.	
   Es	
   por	
   eso	
   que	
   también	
   son	
   conocidas	
   por	
   estar	
   involucradas	
   en	
   el	
   clivaje	
   de	
  

receptores	
  de	
   la	
  superficie	
  celular,	
   la	
   liberación	
  de	
  ligandos	
  apoptóticos	
  y	
   la	
  activación	
  de	
  

citoquinas.	
   Las	
   MMPs	
   juegan	
   roles	
   muy	
   importantes	
   en	
   el	
   comportamiento	
   de	
   la	
   célula,	
  

como	
  son	
  la	
  proliferación,	
  migración,	
  diferenciación,	
  angiogénesis	
  y	
  apoptosis.	
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Estas	
  enzimas	
  inicialmente	
  son	
  sintetizadas	
  por	
  la	
  células	
  como	
  zimógenos	
  inactivos,	
  

con	
  un	
  dominio	
  propéptido	
  que	
  debe	
  ser	
  removido	
  para	
  que	
  la	
  proteína	
  sea	
  activa.	
  Luego	
  de	
  

ser	
  secretadas	
  como	
  proenzimas,	
  requieren	
  de	
  su	
  activación	
  extracelular	
  mediante	
  clivaje	
  

proteolítico	
  [44],	
  [45].	
  	
  
	
  

	
  

Figura 10. Proceso invasivo durante la progresión tumoral. Las células tumorales se 
escapan del tumor primario mediante la degradación de la membrana basal y las fibras 
de la MEC por la acción de proteasas. Los macrógafos y otras células del sistema 
inmune secretan factores de crecimiento y citoquinas que atraen a las células tumorales 
y las estimulan a migrar. Las células tumorales que llegan a los vasos sanguíneos y 
linfáticos tienen la posibilidad de dirigirse a otros tejidos de cuerpo y producir un tumor 
secundario [46]. 

Las	
  MMPs,	
  son	
  muy	
  estudiadas	
  porque	
  participan	
  en	
  el	
  remodelado	
  tisular	
  asociado	
  

a	
   varios	
   procesos	
   tanto	
   fisiológicos	
   como	
  patológicos	
   (entre	
   los	
   últimos	
   se	
   encuentran	
   la	
  

angiogénesis	
  y	
   la	
  metástasis).	
  Las	
  MMPs	
  -­‐2	
  y	
  -­‐9	
   	
  se	
  consideran	
  las	
  más	
  involucradas	
  en	
  el	
  

proceso	
  metastásico.	
  La	
  MMP-­‐2	
  posee	
  un	
  peso	
  molecular	
  de	
  72	
  kDa,	
   es	
   secretada	
  por	
   las	
  

células	
  tanto	
  tumorales	
  como	
  estromales,	
  y	
  es	
  capaz	
  de	
  degradar	
  sustratos	
  que	
  incluyen	
  la	
  

gelatina	
  y	
  el	
  colágeno	
  tipo	
  I,	
  II,	
  III,	
  IV,	
  VII	
  y	
  X.	
  La	
  MMP-­‐9	
  posee	
  un	
  peso	
  molecular	
  de	
  92	
  kDa,	
  

es	
   también	
   secretada	
  por	
   las	
   célula	
   tumorales	
   y	
   estromales,	
   y	
   degrada	
   sustratos	
   como	
   la	
  

gelatina	
  y	
  el	
  colágeno	
  tipo	
  IV	
  y	
  V	
  [47],	
  [48]	
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Las	
  MMPs	
  -­‐2	
  y	
  -­‐9	
  se	
  consideran	
  marcadores	
  del	
  proceso	
  invasivo	
  tumoral	
  debido	
  a	
  

que	
  una	
  gran	
  cantidad	
  de	
  publicaciones	
  demuestran	
  la	
  contribución	
  de	
  estas	
  proteasas	
  en	
  la	
  

degradación	
   de	
   la	
   MEC,	
   la	
   activación	
   de	
   factores	
   de	
   crecimiento,	
   la	
   estimulación	
   de	
   la	
  

angiogénesis	
  y	
  la	
  migración	
  celular	
  [47],	
  [48],	
  [49].	
  

Intravasación	
  

Una	
   vez	
   que	
   la	
   célula	
   tumoral	
   atraviesa	
   el	
   tejido	
   que	
   circunda	
   el	
   tumor,	
   debe	
   ser	
  

capaz	
  de	
  ingresar	
  a	
  la	
  vasculatura	
  para	
  ser	
  transportadas	
  a	
  lugares	
  distantes.	
  La	
  entrada	
  de	
  

la	
  célula	
  tumoral	
  a	
  la	
  luz	
  de	
  los	
  vasos	
  sanguíneos	
  o	
  linfáticos	
  se	
  llama	
  intravasación,	
  y	
  este	
  

proceso	
   suele	
   ser	
   facilitado	
   por	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   y	
   citoquinas,	
   que	
   por	
   un	
   lado	
  

estimulan	
   la	
   angiogénesis	
   y	
   por	
   el	
   otro	
   favorecen	
   la	
   quimiotaxis	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
  

[50],	
  (Figura	
  9	
  y	
  10).	
  	
  

Circulación	
  sanguínea	
  o	
  linfática	
  

Una	
   vez	
   que	
   la	
   célula	
   se	
   encuentra	
   en	
   la	
   circulación	
   sanguínea	
   o	
   linfática,	
   debe	
  

sobrepasar	
   varios	
   obstáculos.	
   Por	
   un	
   lado,	
   las	
   células	
   tumorales	
   deben	
   ser	
   capaces	
   de	
  

resistir	
  las	
  fuerzas	
  hemodinámicas	
  de	
  la	
  circulación	
  y	
  la	
  predación	
  de	
  las	
  células	
  del	
  sistema	
  

inmune.	
  Esto	
  lo	
  consiguen	
  principalmente	
  adhiriéndose	
  a	
  las	
  plaquetas,	
  con	
  las	
  que	
  forman	
  

cúmulos	
  y	
  logran	
  de	
  esta	
  manera	
  viajar	
  protegidas	
  (Figura	
  9).	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   la	
   célula	
   tumoral	
   debe	
   soportar	
   la	
   falta	
   de	
   adhesión	
   a	
   la	
  MEC,	
   que	
  

normalmente	
   es	
   esencial	
   para	
   la	
   vida	
   de	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   células.	
   Porque	
   las	
   células	
  

epiteliales	
   suelen	
   sufrir	
   una	
  muerte	
   celular	
   programada	
   llamada	
   anoikis,	
   inducida	
   por	
   la	
  

ausencia	
  de	
  adhesión	
  a	
  un	
  sustrato.	
  Pero,	
  a	
  favor	
  de	
  la	
  cascada	
  metastásica,	
   la	
  mayoría	
  de	
  

las	
   células	
   tumorales	
   quedan	
   atrapadas	
   en	
   los	
   capilares	
   pocos	
   minutos	
   después	
   de	
   la	
  

intravasación.	
   Así,	
   las	
   células	
   pasan	
   poco	
   tiempo	
   en	
   la	
   circulación	
   como	
   para	
   que	
   se	
  

desencadene	
  la	
  anoikis	
  [51].	
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Arresto	
  en	
  órganos	
  distantes	
  y	
  extravasación	
  

Las	
   células	
   tumorales	
   suelen	
   tener	
   tropismo	
   tisular	
   lo	
   que	
   significa	
   que	
   producen	
  

metástasis	
   en	
   determinados	
   órganos.	
   Influenciadas	
   principalmente	
   por	
   interacciones	
  

ligando-­‐receptor,	
   las	
   células	
   quedan	
   atrapadas	
   en	
   la	
   microvasculatura	
   de	
   órganos	
  

específicos,	
   y	
   pueden	
   extravasar	
   de	
   forma	
   activa	
   hacia	
   el	
   parénquima	
   tisular.	
   En	
   otros	
  

casos,	
   las	
   células	
   pueden	
   iniciar	
   el	
   crecimiento	
   intraluminal	
   formando	
   microcolonias.	
  

Luego,	
   el	
   crecimiento	
   de	
   las	
  microcolonias	
   rompe	
   las	
   paredes	
   de	
   los	
   vasos,	
   y	
   las	
   células	
  

tumorales	
  son	
  volcadas	
  directamente	
  en	
  el	
  tejido	
  [52].	
  	
  

Sobrevida	
  en	
  un	
  microambiente	
  foráneo	
  

El	
   sitio	
   metastásico	
   difiere	
   del	
   ambiente	
   del	
   tumor	
   primario,	
   porque	
   presenta	
  

diferentes	
  células	
  del	
  estroma,	
  arquitectura	
  de	
  la	
  MEC,	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  citoquinas.	
  

Las	
  células	
  tumorales	
  solucionan	
  el	
  problema	
  de	
  un	
  ambiente	
  incompatible	
  con	
  su	
  vida	
  al	
  

generar	
   un	
   nicho	
   pre-­‐metastásico.	
   Esto	
   significa	
   que	
   antes	
   de	
   que	
   lleguen	
   las	
   células	
  

tumorales	
   a	
   un	
   nuevo	
   lugar,	
   se	
   producen	
   una	
   serie	
   de	
   eventos	
   que	
  modifican	
   el	
   sitio	
   de	
  

metástasis	
  (inducen	
  la	
  movilización	
  de	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  la	
  modificación	
  del	
  estroma	
  

celular	
  y	
  la	
  arquitectura	
  de	
  la	
  MEC)	
  y	
  lo	
  convierten	
  en	
  un	
  lugar	
  adecuado	
  para	
  el	
  asiento	
  de	
  

las	
  células	
  metastásicas	
  [42],	
  [53].	
  	
  

Colonización	
  metastásica	
  

Para	
  que	
  la	
  metástasis	
  sea	
  exitosa,	
  las	
  células	
  que	
  llegan	
  a	
  un	
  órgano	
  distante	
  deben	
  

ser	
   capaces	
   de	
   proliferar	
   hasta	
   formar	
  metástasis	
  macroscópicas.	
   Pero	
   la	
  mayoría	
   de	
   las	
  

células	
   persisten	
   como	
   microcolonias	
   en	
   estado	
   dormido	
   (quiescentes),	
   y	
   otras	
   células	
  

proliferan	
   continuamente,	
   pero	
   no	
   ocurre	
   un	
   incremento	
   neto	
   debido	
   a	
   que	
  mueren	
   por	
  

apoptosis.	
   En	
   muchos	
   carcinomas,	
   el	
   estado	
   quiescente	
   de	
   las	
   células	
   metastásicas	
   se	
  

atribuye	
   a	
   la	
   falta	
   de	
   activación	
   de	
   las	
   vías	
   de	
   señalización	
   que	
   controlan	
   la	
   adhesión	
   y	
  

proliferación	
   celular.	
   La	
  posibilidad	
  de	
   escapar	
  de	
   la	
   quiescencia	
   y	
   comenzar	
   a	
   proliferar	
  

depende	
  de	
  que	
  cambien	
  las	
  condiciones	
  del	
  ambiente.	
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Se	
  sabe	
  que	
  aunque	
  las	
  células	
  son	
  continuamente	
  liberadas	
  por	
  el	
  tumor	
  primario	
  y	
  

diseminadas	
  ampliamente	
  por	
  la	
  circulación	
  vascular,	
  solo	
  se	
  genera	
  metástasis	
  cuando	
  las	
  

células	
  son	
  capaces	
  de	
  adaptarse	
  al	
  tejido,	
  sobrevivir	
  y	
  proliferar.	
  Esto	
  sucede	
  gracias	
  a	
   la	
  

acumulación	
   de	
   alteraciones	
   genéticas	
   y/o	
   epigenéticas	
   en	
   las	
   células	
   tumorales,	
   y	
   a	
   la	
  

cooperación	
  de	
  las	
  células	
  estromales	
  [40].	
  	
  

Se	
  dice	
  que	
   la	
  metástasis	
   es	
  un	
  proceso	
   ineficiente	
  porque	
   aunque	
  muchas	
   células	
  

tumorales	
   pueden	
   ser	
   detectadas	
   en	
   la	
   sangre	
   de	
   pacientes	
   con	
   carcinoma,	
   incluido	
   en	
  

aquellos	
   que	
   desarrollan	
   pocas	
   o	
   ninguna	
   metástasis,	
   menos	
   del	
   0,01%	
   de	
   las	
   células	
  

tumorales	
   circulantes	
   desarrollan	
  metástasis	
  macroscópicas.	
   Si	
   bien	
  más	
   del	
   80%	
   de	
   las	
  

células	
   tumorales	
   circulantes	
   logran	
   la	
   extravasación	
   luego,	
  menos	
   del	
   3%	
   de	
   las	
   células	
  

implantadas	
  en	
  los	
  tejidos	
  logra	
  sobrevivir.	
  Después,	
  el	
  proceso	
  de	
  colonización	
  es	
  todavía	
  

menos	
  eficiente	
  porque	
  muchas	
  células	
  persisten	
  en	
   los	
  tejidos	
  de	
  manera	
  viable,	
  pero	
  en	
  

estado	
   dormido,	
   y	
   solo	
   unas	
   pocas	
   sufrirán	
   una	
   evolución	
   genética	
   y/o	
   epigenética	
   para	
  

competar	
  la	
  colonización	
  metastásica	
  [54].	
  

	
  

Debido	
   a	
   que	
   las	
   metástasis	
   son	
   responsables	
   de	
   aproximadamente	
   el	
   90%	
   de	
   la	
  

mortalidad	
   asociada	
   al	
   cáncer,	
   nuevas	
   dianas	
   terapéuticas	
   representan	
   áreas	
   de	
   gran	
  

necesidad	
  en	
  la	
  investigación	
  de	
  esta	
  patología.	
  Los	
  avances	
  recientes	
  han	
  aportado	
  nuevos	
  

conocimientos	
  sobre	
   los	
  cambios	
  biológicos	
  celulares	
  y	
  moleculares,	
  que	
  están	
  implicados	
  

en	
  la	
  progresión	
  metastásica,	
  y	
  parecen	
  ser	
  potenciales	
  objetivos	
  terapéuticos.	
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Tratamiento	
  del	
  cáncer	
  

Tratamientos	
  convencionales	
  

Esta	
  bien	
  establecido	
  que	
  el	
  riesgo	
  de	
  que	
  aparezca	
  una	
  nueva	
  malignidad	
  es	
  mayor	
  

en	
  aquellas	
  personas	
  que	
  ya	
  han	
  sobrevivido	
  a	
  uno	
  o	
  más	
  casos	
  de	
  cáncer	
  que	
  la	
  población	
  

en	
  general.	
   Los	
   adultos	
   sobrevivientes	
  de	
  un	
   cáncer	
  que	
  padecieron	
  en	
   la	
  niñez,	
   tienen	
  6	
  

veces	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  desarrollar	
  otro	
  cáncer	
  que	
  el	
  resto	
  de	
  las	
  personas.	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  

probabilidad	
  de	
  cáncer	
  secundario	
  es	
  más	
  alta	
  entre	
  aquellos	
  diagnosticados	
  de	
  su	
  primer	
  

cáncer	
  en	
  la	
  edad	
  de	
  50	
  a	
  69	
  años	
  [55].	
  	
  

El	
   cáncer	
  suele	
   ser	
   tratado	
  con	
  cirugía,	
  quimioterapia,	
   radioterapia,	
   inmunoterapia	
  

celular	
   y	
   con	
   anticuerpos	
   monoclonales.	
   En	
   muchos	
   casos,	
   los	
   carcinomas	
   pueden	
   ser	
  

removidos	
  por	
  cirugía,	
  pero	
  cuando	
  el	
  cáncer	
  ha	
  hecho	
  metástasis,	
  la	
  eliminación	
  completa	
  

por	
   cirugía	
   es	
   imposible.	
   Además,	
   hay	
   que	
   tener	
   en	
   cuenta	
   que	
   incluso	
   los	
   tumores	
  

pequeños	
  y	
  localizados	
  tienen	
  potencial	
  metastásico.	
  Es	
  por	
  eso	
  que	
  la	
  cirugía	
  se	
  combina	
  

con	
  otros	
  tratamientos	
  para	
  tratar	
  el	
  cáncer,	
  como	
  la	
  quimioterapia	
  y	
  la	
  radioterapia.	
  	
  

La	
  quimioterapia	
  suele	
  realizarse	
  con	
  drogas	
  citotóxicas	
  que	
  afectan	
  a	
  las	
  células	
  de	
  

división	
   rápida.	
   Estas	
   drogas	
   interfieren	
   con	
   la	
   división	
   celular	
   porque	
   inhiben	
   la	
  

duplicación	
   del	
   ADN	
   o	
   la	
   separación	
   de	
   los	
   cromosomas.	
   Las	
   drogas	
   antitumorales	
   que	
  

actualmente	
  se	
  utilizan	
  involucran	
  a	
  los	
  agentes	
  alquilantes,	
  antimetabolitos,	
  antraciclinas,	
  

alcaloides	
  derivados	
  de	
  plantas	
  e	
  inhibidores	
  de	
  la	
  topoisomera	
  [56].	
  

Los	
   agentes	
   alquilantes	
   tienen	
   la	
   habilidad	
   de	
   unirse	
   a	
   los	
   grupos	
   funcionales	
  

nucleofílicos	
   presentes	
   en	
   las	
   células.	
   El	
   cisplatino	
   es	
   el	
  más	
   usado	
   y	
   bloquea	
   la	
   función	
  

celular	
  al	
  formar	
  puentes	
  covalentes	
  con	
  los	
  grupos	
  aminos,	
  carboxilos,	
  sulfidrilos	
  y	
  fosfatos	
  

de	
  importantes	
  moléculas	
  biológicas	
  [57].	
  

Los	
  antimetabolitos,	
  son	
  sustancias	
  que	
  ocupan	
  el	
  lugar	
  de	
  las	
  purinas	
  y	
  pirimidinas	
  

durante	
   la	
   construcción	
   del	
   ADN.	
   Así,	
   frenan	
   a	
   las	
   células	
   en	
   la	
   fase	
   S	
   del	
   ciclo	
   celular	
   y	
  

también	
   interfieren	
   en	
   la	
   síntesis	
   del	
   ARN.	
   Estas	
   drogas	
   se	
   usan	
   comúnmente	
   como	
  

citostáticos.	
  	
  

Los	
   alcaloides	
   de	
   plantas,	
   son	
   terpenoides	
   que	
   frenan	
   la	
   división	
   celular,	
   porque	
  

usualmente	
  bloquean	
   la	
   función	
  de	
   los	
  microtúbulos.	
  Ejemplos	
  de	
  estos	
  son	
   los	
  alcaloides	
  



Introducción	
  

	
   	
  43	
  

de	
  la	
  vinca	
  y	
  los	
  taxanos.	
  La	
  vincristina	
  y	
  vinblastina	
  son	
  alcaloides	
  de	
  la	
  vinca	
  que	
  se	
  unen	
  a	
  

la	
  tubulina	
  y	
  no	
  permiten	
  el	
  ensamble	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Y	
  dentro	
  de	
  los	
  taxanos,	
  el	
  más	
  

conocido	
   es	
   el	
   paclitaxel,	
   que	
   deriva	
   de	
   un	
   producto	
   natural	
   llamado	
   taxol,	
   El	
   paclitaxel	
  

aumenta	
   la	
  estabilidad	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  y	
  evita	
   la	
  separación	
  de	
   los	
  cromosomas	
  [58],	
  

[59].	
  

Por	
   último,	
   están	
   los	
   inhibidores	
   de	
   las	
   topoisomerasas,	
   como	
   el	
   topotecan.	
   Este,	
  

interfiere	
   con	
   la	
   transcripción	
   y	
   la	
   replicación	
   del	
   ADN,	
   porque	
   inhibe	
   a	
   las	
   enzimas	
  

esenciales	
  para	
  mantener	
  la	
  topología	
  del	
  mismo	
  [60].	
  

Los	
  tratamientos	
  clásicos	
  del	
  cáncer,	
  como	
  suelen	
  afectar	
  a	
  la	
  vez,	
  la	
  proliferación	
  de	
  

las	
   células	
   normales	
   y	
   tumorales,	
   son	
   terapias	
   muy	
   tóxicas.	
   Por	
   eso,	
   actualmente	
   los	
  

investigadores	
   buscan	
   desarrollar	
   tratamientos	
   específicos,	
   basados	
   en	
   la	
   patología	
  

molecular	
  del	
   cáncer	
  en	
  cuestión,	
  y	
  aunque	
  ha	
  habido	
  algunos	
  éxitos	
  notables	
  de	
  agentes	
  

dirigidos	
  a	
  vías	
  de	
  señalización	
  oncogénicas	
  (por	
  ejemplo,	
  imatinib,	
  trastuzumab,	
  erlotinib,	
  

gefitinib)	
  [61],	
  todavía	
  existe	
  un	
  largo	
  camino	
  por	
  recorrer.	
  

Las	
   terapias	
   primordialmente	
   dirigidas	
   contra	
   el	
   cáncer,	
   intentan	
   bloquean	
   el	
  

crecimiento	
  y	
  la	
  diseminación	
  del	
  tumor,	
  al	
  interferir	
  con	
  moléculas	
  específicas	
  del	
  proceso	
  

tumoral.	
  Así	
  estas	
  terapias	
  pueden	
  ser	
  más	
  eficaces	
  y	
  menos	
  perjudiciales	
  para	
  las	
  células	
  

normales.	
   El	
   mecanismo	
   de	
   acción	
   de	
   las	
   terapias	
   específicas	
   involucran	
   el	
   bloqueo	
   de	
  

enzimas	
   y	
   la	
   señalización	
  de	
   receptores	
  de	
   factores	
  de	
   crecimiento	
  que	
   intervienen	
   en	
   la	
  

proliferación	
  de	
  las	
  células	
  tumorales.	
  Otras	
  terapias	
  pueden	
  inhibir	
  la	
  función	
  de	
  proteínas	
  

que	
  regulan	
  la	
  expresión	
  génica	
  o	
  inducir	
  a	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  experimentar	
  apoptosis.	
  

También,	
  	
  existen	
  terapias	
  que	
  bloquean	
  la	
  angiogénesis,	
  y	
  dado	
  que	
  los	
  tumores	
  necesitan	
  

del	
  suministro	
  de	
  sangre	
  para	
  obtener	
  oxígeno	
  y	
  nutrientes,	
  como	
  respuesta	
  se	
  produce	
  la	
  

inhibición	
   del	
   crecimiento	
   tumoral.	
   Además,	
   se	
   encuentran	
   las	
   terapias	
   que	
   estimulan	
   al	
  

sistema	
   inmune	
   a	
   destruir	
   a	
   las	
   células	
   tumorales,	
   y	
   los	
   anticuerpos	
   monoclonales	
   que	
  

pueden	
  entregar	
  específicamente	
  moléculas	
  tóxicas	
  a	
  las	
  células	
  transformadas	
  [62].	
  

Algunas	
  de	
  estas	
  terapias	
  ya	
  han	
  sido	
  aprobadas	
  por	
   la	
  administración	
  de	
  drogas	
  y	
  

alimentos	
   de	
   los	
   Estados	
   Unidos	
   (FDA)	
   para	
   el	
   tratamiento	
   de	
   determinados	
   tipos	
   de	
  

cáncer.	
  Otras,	
  se	
  están	
  estudiando	
  mediante	
  ensayos	
  clínicos,	
  y	
  muchas	
  más	
  se	
  encuentran	
  

en	
  ensayos	
  preclínicos	
  (estudios	
  de	
  investigación	
  con	
  animales).	
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Una	
  consideración	
  clave	
  en	
  el	
  diseño	
  de	
  agentes	
  quimioterápicos	
  antitumorales	
  es	
  el	
  

hecho	
  de	
  que	
  los	
  pacientes	
  con	
  cáncer	
  con	
  frecuencia	
  ya	
  albergan	
  un	
  número	
  significativo	
  

de	
  células	
  tumorales	
  diseminadas	
  en	
  su	
  sangre,	
  médula	
  ósea	
  y	
  órganos	
  distantes	
  del	
  lugar	
  

de	
  presentación	
  inicial.	
  En	
  consecuencia,	
  la	
  terapéutica	
  antitumoral	
  verdaderamente	
  eficaz	
  

debería	
  ser	
  capaz	
  de	
  intentar	
  bloquear	
  el	
  escape	
  de	
  las	
  células	
  del	
  tumor	
  primario	
  y	
  alterar	
  

la	
  proliferación	
  y	
  supervivencia	
  de	
  las	
  células	
  ya	
  diseminadas.	
  

Las	
   terapias	
   antimetastásicas	
   son	
   aquellas	
   que	
   inhiben	
   alguno	
   de	
   los	
   pasos	
   de	
   la	
  

cascada	
  metastásica.	
  Dentro	
  de	
  estas	
  se	
  encuentran	
  las	
  terapias	
  que	
  reducen	
  la	
  migración	
  

de	
  las	
  células	
  tumorales.	
  Año	
  a	
  año	
  aumenta	
  considerablemente	
  el	
  número	
  de	
  publicaciones	
  

relacionadas	
   con	
   terapias	
   enfocadas	
   en	
   la	
   motilidad	
   celular.	
   Se	
   piensa	
   que	
   estos	
  

tratamientos	
  serían	
  útiles	
  para	
  acompañar	
  a	
  la	
  terapia	
  clásica	
  del	
  cáncer	
  porque	
  limitarían	
  

la	
   invasión	
   tumoral	
   local,	
   restringiría	
   la	
   evolución	
   de	
   las	
   células	
   hacia	
   un	
   fenotipo	
  

metastásico	
  y	
  evitaría	
  la	
  diseminación	
  a	
  distancia.	
  	
  

La	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  depende	
  de	
  la	
  interacción	
  tumor-­‐hospedador,	
  

de	
   la	
  estructura	
  del	
   tejido	
  y	
  de	
  un	
  perfil	
  de	
  expresión	
  génica	
  pro-­‐metastásico.	
  Por	
  eso,	
   se	
  

cree	
   que	
   poseen	
   un	
   tremendo	
   potencial	
   para	
   ser	
   utilizadas	
   en	
   la	
   clínica,	
   las	
   terapias	
  

dirigidas	
  a	
  limitar	
  la	
  interacción	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  con	
  la	
  MEC,	
  bloquear	
  el	
  estímulo	
  

producido	
   por	
   factores	
   solubles,	
   inhibir	
   el	
   remodelado	
   del	
   citoesqueleto,	
   evitar	
   la	
  

degradación	
   de	
   la	
   MEC	
   y	
   restringir	
   la	
   señalización	
   de	
   factores	
   de	
   transcripción	
   que	
  

promueven	
  un	
  fenotipo	
  migratorio.	
  Entre	
  los	
  muchos	
  inhibidores	
  de	
  la	
  migración	
  que	
  ya	
  se	
  

encuentran	
  en	
  desarrollo	
  clínico	
  tenemos	
  a	
  dasatinib	
  (inhibidor	
  de	
  Src),	
  emodin	
  (inhibidor	
  

de	
   Rac1	
   y	
   Cdc42),	
   trastuzumab	
   (inhibidor	
   de	
   la	
   señalización	
   del	
   receptor	
   del	
   factor	
   de	
  

crecimiento	
   epidérmico),	
   endostatin	
   y	
   curcumin	
   (inhibidores	
   de	
   MMPs)	
   y	
   PF-­‐562271	
  

(inhibidor	
  de	
  FAK)	
  [63].	
  

A	
  pesar	
  de	
  que	
  las	
  investigaciones	
  sobre	
  quimioterapia	
  antitumoral	
  han	
  conseguido	
  

generar	
   medicamentos	
   más	
   específicos	
   para	
   el	
   tratamiento	
   del	
   cáncer,	
   muchos	
   de	
   estos	
  

todavía	
  poseen	
  efectos	
  secundarios	
  indeseables.	
  Eso	
  ha	
  dado	
  lugar	
  a	
  una	
  intensa	
  búsqueda	
  

de	
   compuestos	
   naturales,	
   que	
   posean	
   efecto	
   antitumoral	
   específico	
   y	
   muy	
   pocos	
   efectos	
  

secundarios.	
   En	
   base	
   a	
   esto,	
   actualmente	
   los	
   productos	
   naturales	
   representan	
   un	
   papel	
  

importante	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   fármacos,	
   tanto	
   para	
   la	
   terapia	
   adyuvante	
   como	
   para	
   la	
  

prevención	
  	
  del	
  cáncer	
  [64].	
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Tratamientos	
  con	
  productos	
  naturales	
  

Durante	
   más	
   de	
   40	
   años,	
   La	
   búsqueda	
   de	
   compuestos	
   naturales	
   que	
   derivan	
   de	
  

plantas	
   (metabolitos	
   secundarios)	
   ha	
   proporcionado	
   una	
   serie	
   de	
   útiles	
   drogas	
  

antitumorales.	
  En	
  la	
  quimioterapia	
  actual	
  el	
  74%	
  de	
  las	
  drogas	
  anticancerígenas	
  derivan	
  de	
  

productos	
  naturales.	
  Sin	
  embargo,	
  muchas	
  fuentes	
  de	
  estos	
  productos	
  siguen	
  estando	
  a	
   la	
  

espera	
   de	
   ser	
   explotadas.	
   Un	
   amplio	
   espectro	
   de	
   metabolitos	
   secundarios	
   vegetales	
   son	
  

extraídos	
  de	
   frutas,	
  verduras,	
   té,	
  especias	
  y	
  hierbas	
  medicinales	
   tradicionales,	
  y	
  muestran	
  

potentes	
   efectos	
   antiinflamatorios,	
   antioxidantes	
   y	
   antitumorales.	
   Los	
   recientes	
   avances	
  

han	
   demostrado	
   la	
   actividad	
   de	
   muchos	
   compuestos	
   naturales	
   en	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
  

progresión	
   tumoral	
   y	
   el	
   desarrollo	
   de	
   metástasis	
   tanto	
   in	
   vitro	
   como	
   in	
   vivo.	
   Más	
   aun,	
  

algunos	
  fitocompuestos	
  han	
  mostrado	
  suprimir	
  no	
  solo	
   la	
  acción	
  de	
  las	
  células	
  tumorales,	
  

sino	
   también	
   los	
   diversos	
   roles	
   de	
   las	
   células	
   estromales	
   asociadas	
   al	
   tumor	
   (como	
  

fibroblastos	
  y	
  macrófagos)	
  [65].	
  

Dentro	
  de	
   los	
   fitocompuestos	
  tenemos	
  a	
   los	
  terpenos,	
  que	
  constituyen	
  la	
  clase	
  más	
  

grande	
  de	
  productos	
  naturales	
  y	
  una	
  rica	
  fuente	
  de	
  compuestos	
  para	
  el	
  descubrimiento	
  de	
  

nuevos	
   fármacos.	
   Los	
   terpenos	
   se	
   han	
   clasificado	
   en	
   cinco	
   categorías	
   según	
   la	
   estructura	
  

química,	
   a	
   saber,	
   monoterpenoides,	
   sesquiterpenoides,	
   clerodanos,	
   triterpenoides	
   y	
  

tetraterpenoides.	
   Los	
   recientes	
   esfuerzos	
   en	
   la	
   investigación	
   del	
   cáncer	
   han	
   llevado	
   a	
   la	
  

identificación	
   de	
   una	
   variedad	
   de	
   terpenos	
   que	
   inhiben	
   la	
   proliferación	
   de	
   células	
  

tumorales	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  metástasis	
  [66].	
  	
  

A	
  pesar	
  de	
  que	
  la	
  actividad	
  antitumoral	
  de	
  los	
  terpenos	
  parece	
  prometedora	
  para	
  el	
  

tratamiento	
  del	
  cáncer,	
  los	
  estudios	
  actuales	
  están	
  restringidos	
  a	
  hallazgos	
  descriptivos.	
  Por	
  

lo	
   tanto,	
   los	
   actuales	
   y	
   futuros	
   esfuerzos	
   en	
   la	
   identificación	
   sistemática	
   de	
   los	
   terpenos	
  

aumentará	
  las	
  posibilidades	
  de	
  avanzar	
  en	
  el	
  campo	
  farmacológico.	
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Lactonas	
  sesquiterpénicas	
  

Las	
   lactonas	
   sesquiterpénicas	
   (LSs)	
   son	
   productos	
   naturales	
   (metabolitos	
  

secundarios	
   activos),	
   derivados	
   de	
   una	
   gran	
   variedad	
   de	
   plantas,	
   principalmente	
   de	
   la	
  

familia	
   Asteraceae,	
   que	
   se	
   utilizan	
   en	
   la	
   medicina	
   tradicional.	
   Las	
   distintas	
   especies	
   de	
  

plantas	
  generalmente	
  producen	
  un	
  tipo	
  de	
  LSs,	
  que	
  se	
  concentra	
  en	
  las	
  hojas	
  y	
  flores,	
  y	
  su	
  

porcentaje	
  por	
  peso	
  seco	
  puede	
  variar	
  de	
  0,01%	
  a	
  8%	
  [67].	
  	
  

Se	
   ha	
   visto	
   que	
   las	
   LSs	
   tienen	
   actividad	
   antimicrobiana,	
   antiinflamatoria	
   y	
  

anticancerígena,	
  lo	
  cual	
  las	
  hace	
  muy	
  interesantes	
  en	
  la	
  investigación	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  

nuevos	
  fármacos.	
  Como	
  antimicrobianos,	
  las	
  LSs	
  han	
  mostrado	
  toxicidad	
  frente	
  a	
  bacterias,	
  

parásitos,	
  virus	
  y	
  hongos.	
  En	
  cuanto	
  a	
  la	
  acción	
  antiinflamatoria,	
  se	
  sabe	
  que	
  las	
  LSs	
  inhiben	
  

la	
   activación	
   de	
   los	
  macrófagos	
   y	
   disminuyen	
   la	
   producción	
   de	
   los	
   lipopolisacáridos,	
   las	
  

prostaglandinas	
  y	
  el	
  oxido	
  nítrico.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  la	
  actividad	
  anticancerígena	
  de	
  las	
  LSs	
  se	
  

atribuye	
   a	
   que	
   inhiben	
   la	
   proliferación	
   e	
   inducen	
   apoptosis	
   en	
   varias	
   líneas	
   de	
   células	
  

tumorales	
  y	
  disminuyen	
  el	
  crecimiento	
  de	
  tumores	
  en	
  modelos	
  animales	
  [68],	
  [69].	
  

En	
  los	
  últimos	
  años,	
  las	
  propiedades	
  anticancerígenas	
  de	
  las	
  LSs	
  han	
  generado	
  gran	
  

interés	
  y	
  una	
  gran	
  cantidad	
  de	
  trabajos	
  de	
  investigación	
  se	
  han	
  realizado	
  para	
  caracterizar	
  

los	
  mecanismos	
  moleculares	
  de	
  estos	
  compuestos,	
  para	
  su	
  aplicación	
  en	
  la	
  prevención	
  y	
  el	
  

tratamiento	
  del	
  cáncer	
  [55].	
  	
  

Actividad	
  biológica	
  

Químicamente,	
   las	
   LSs	
   son	
   terpenoides	
   formados	
   por	
   la	
   condensación,	
   cabeza	
   con	
  

cola,	
   de	
   tres	
   unidades	
   isoprenoides	
   y	
   el	
   subsiguiente	
   ciclado	
   y	
   transformación	
   oxidativa	
  

para	
  producir	
  una	
  cis	
  o	
  trans	
  lactona.	
  Según	
  su	
  esqueleto	
  molecular,	
  las	
  LSs	
  se	
  clasifican	
  en	
  

germacranólidos,	
   heliangólidos,	
   eudesmanólidos,	
   guaianólidos	
   y	
   pseudoguaianólidos	
   [70],	
  

(Figura	
  11).	
  	
  



Introducción	
  

	
   	
  47	
  

	
  

Figura 11. Estructura básica de las LSs [71]. 

En	
   las	
   LSs,	
   las	
   estructuras	
   reactivas	
   o	
   “centros	
   alquilantes”	
   son	
   el	
   grupo	
   carbonilo	
  

alfa-­‐beta-­‐insaturado	
  y	
  el	
  anillo	
  alfa-­‐metilen-­‐gama-­‐lactona,	
  que	
  además	
  tienen	
  incorporado	
  

en	
  muchos	
  casos,	
  grupos	
  hidróxilos,	
  éster	
  o	
  epóxido.	
  Las	
  funciónes	
  biológicas	
  de	
  las	
  LSs	
  se	
  

deben	
   fundamentalmente	
   a	
   las	
   características	
   de	
   los	
   centros	
   alquilantes	
   que	
  poseen,	
   a	
   la	
  

propiedad	
  lipofílica	
  y	
  a	
  la	
  geometría	
  molecular.	
  	
  

En	
  cuanto	
  a	
  los	
  centros	
  alquilantes,	
  el	
  grupo	
  carbonilo	
  alfa-­‐beta-­‐insaturado	
  es	
  el	
  que	
  

produce	
  una	
  reacción	
  de	
  adición	
  tipo	
  Michael,	
  con	
  los	
  tioles	
  de	
  las	
  cisteínas	
  de	
  las	
  proteínas,	
  

y	
   forma	
   con	
   ellos	
   aductos	
   estables.	
  De	
   esta	
  manera,	
   las	
   LSs	
   afectan	
   el	
   funcionamiento	
  de	
  

muchas	
  proteínas	
  celulares.	
  Los	
  típicos	
  centros	
  alquilantes	
  de	
   las	
  LSs	
  son:	
   la	
  alfa-­‐metilen-­‐

gama-­‐lactona,	
   la	
   ciclopentenona	
   conjugada	
   y	
   la	
   cadena	
   lateral	
   éster	
   conjugada.	
  

Devdutt Chaturvedi  314

(Asteraceae) family with over 3000 reported different structures [2]. 
Sesquiterpene lactones are a class of naturally occurring plant terpenoids that 
represent a diverse and unique class of natural products and are important 
constituent of essential oils, which are formed from head-to-tail condensation 
of three isoprene units and subsequent cyclization and oxidative 
transformation to produce a cis or trans-fused lactone. These secondary 
compounds are primarily classified on the basis of their carbocyclic skeletons 
into pseudoguainolides, guaianalides, germanocranolides, eudesmanolides, 
heliangolides and hyptocretenolides etc (Figure 1). 
 The suffix "olide" refers to the lactone function and is based on 
costunolide, a germanacranoride which is related to the ten-membered 
carbocyclic sesquiterpene, germacrone. However, SLs exhibit variety of other 
skeletal arrangements. An individual plant species generally produces one 
skeletal type of SLs concentrated primarily in the leaves and flower heads. 
The percentage of SLs per dry weight may vary from 0.01% to 8%. Losses of 
livestock intoxicated by plants containing SLs are well known. In fact, they 
have been shown to exhibit a wide range of biological activities. 
 

O

O

O

O

Pseudoguaianolides

O

O

O

O

Guaianolides

O

O

O

OO
O

O
O

Germacronolides

O
O

O
O

Eudesmanolides

O
O

O

Heliangolides

O

O
Hypocretenolides

 
 

Figure 1. Basic skeletons of sesquiterpenes lactones. 
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Aparentemente,	
   la	
   específica	
   toxicidad	
   sobre	
   las	
   células	
   tumorales	
   es	
   producida	
   por	
   el	
  

grupo	
  carbonilo	
  insaturado	
  presente	
  en	
  la	
  lactona.	
  	
  

La	
  lipofília	
  es	
  también	
  una	
  importante	
  característica,	
  que	
  facilita	
  el	
  ingreso	
  de	
  la	
  LS	
  a	
  

la	
  célula,	
  debido	
  a	
  la	
  rápida	
  penetración	
  de	
  la	
  membrana.	
  En	
  muchos	
  casos	
  la	
  presencia	
  de	
  

más	
   de	
   un	
   centro	
   alquilante	
   aumenta	
   la	
   reactividad	
   de	
   la	
   molécula	
   pero	
   disminuye	
   la	
  

lipofília,	
  por	
  lo	
  que	
  reduce	
  la	
  posibilidad	
  de	
  penetrar	
  a	
  la	
  célula.	
  Incluso,	
  se	
  sabe	
  que	
  algunas	
  

LSs	
  pueden	
  unirse	
  a	
  glúcidos	
  presentes	
  en	
  la	
  sangre	
  que	
  actúan	
  como	
  transportadores,	
  pero	
  

esto	
  también	
  reduce	
  la	
  capacidad	
  de	
  penetrar	
  la	
  bicapa	
  lipídica.	
  

Otra	
  característica	
  de	
  la	
  molécula	
  es	
  la	
  flexibilidad	
  conformacional.	
  Por	
  cuestiones	
  de	
  

impedimento	
  estérico,	
  se	
  sabe	
  que	
  los	
  compuestos	
  con	
  anillos	
  lactona	
  cis	
  son	
  más	
  reactivos	
  

que	
   los	
   isómeros	
   trans.	
  Finalmente,	
  es	
   importante	
  el	
  entorno	
  químico	
  que	
  rodea	
  al	
  grupo	
  

tiol,	
  presente	
  en	
  la	
  proteína	
  blanco.	
  Porque	
  algunas	
  interacciones	
  no	
  covalentes,	
  preceden	
  a	
  

la	
  reacción	
  de	
  Michael	
  y	
  la	
  facilitan,	
  como	
  los	
  puentes	
  de	
  hidrógeno,	
  que	
  se	
  forman	
  entre	
  la	
  

LSs	
  y	
  los	
  aminoácidos	
  adyacentes	
  a	
  la	
  cisteína	
  reactiva	
  en	
  la	
  proteína	
  blanco	
  [68].	
  	
  

Selectividad	
  tumoral	
  

Algo	
   especial	
   de	
   las	
   LSs	
   es	
   que	
   muestran	
   cierta	
   selectividad	
   para	
   la	
   células	
  

tumorales,	
   lo	
   que	
   las	
   hace	
   más	
   interesantes	
   para	
   desarrollar	
   tratamientos	
   oncológicos.	
  

Inclusive,	
  podemos	
  mencionar	
  varias	
  LSs	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  ensayos	
  clínicos,	
  como	
  son:	
  

artemisina	
  para	
  cáncer	
  de	
  mama	
  metastásico	
  y	
  cáncer	
  colorectal;	
  artesunate	
  para	
  cáncer	
  de	
  

pulmón	
  de	
   células	
  no	
  pequeñas,	
  melanoma	
  metastásico	
  y	
   carcinoma	
   laríngeo;	
   artemetera	
  

para	
   el	
   macroadenoma	
   pituitario;	
   partenolide	
   para	
   leucemia	
   mieloide	
   aguda,	
   leucemia	
  

linfática	
   aguda	
  y	
  otros	
   tumores	
   linfáticos;	
   y	
   tapsigargina	
  para	
   tumores	
   sólidos	
   avanzados	
  

[68],	
  (Figura	
  12).	
  

La	
   aparente	
   acción	
   selectiva	
   de	
   las	
   LSs,	
   se	
   debe	
   a	
   que	
   tienen	
   como	
   blanco	
   los	
  

procesos	
   celulares	
   característicos	
   de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Así,	
   estos	
   compuestos	
   suelen	
  

actuar	
   de	
   la	
   siguiente	
   manera:	
   inhiben	
   la	
   bomba	
   de	
   calcio	
   ATPasa	
   del	
   retículo	
  

sarco/endoplásmico	
  (SERCA),	
  modifican	
  el	
  contenido	
  de	
  hierro	
  citosólico	
  y	
   los	
  receptores	
  

de	
  transferrina	
  en	
  la	
  superficie	
  celular,	
   inhiben	
  la	
  vía	
  del	
  NFkB	
  y	
  promueven	
  la	
  activación	
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de	
   p53,	
   modulan	
   los	
   mecanismos	
   epigenéticos	
   e	
   inhiben	
   la	
   angiogénesis	
   y	
   la	
   migración	
  

celular	
  [69].	
  	
  

	
  

Figura 12. Estructura química de las LSs mejor caracterizadas [72].  

Inhibición	
  de	
  la	
  bomba	
  SERCA	
  

La	
   bomba	
   SERCA,	
   es	
   la	
   encargada	
   de	
   los	
   cambios	
   espacio-­‐temporales	
   en	
   la	
  

concentración	
  de	
  calcio	
   iónico	
   (Ca2+)	
  dentro	
  de	
   la	
  célula,	
  y	
  provee	
  el	
  ambiente	
  necesario	
  

para	
  la	
  función	
  del	
  Ca2+	
  como	
  segundo	
  mensajero,	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  numerosos	
  procesos	
  

celulares.	
   El	
   mal	
   funcionamiento	
   de	
   esta	
   bomba	
   produce	
   una	
   desregulación	
   del	
  

almacenamiento	
   de	
   Ca2+	
   en	
   el	
   retículo	
   endoplásmico,	
   que	
   da	
   lugar	
   a	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
  

concentración	
   citosólica	
   de	
   Ca2+.	
   El	
   aumento	
   del	
   Ca2+	
   es	
   un	
   factor	
   importante	
   en	
   la	
  

inducción	
   de	
   procesos	
   apoptóticos,	
   porque	
   conduce	
   a	
   la	
   disfunción	
   mitocondrial	
   con	
  

liberación	
  de	
  citocromo	
  c,	
  activación	
  de	
  caspasas	
  y	
  muerte	
  celular.	
  Como	
  consecuencia,	
   la	
  

interferencia	
  de	
   la	
   función	
  celular	
  por	
   inhibición	
  de	
   la	
  bomba	
  SERCA	
  puede	
  conducir	
  a	
   la	
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drugs [25]. Inhibition of neutrophil migration prevents
the degradation of the extracellular matrix and the
recruitment and activation of leukocytes; for example,
monocytes.

It was shown recently that PTL inhibits the activity of
the NLRP-3 inflammasome (nod-like receptor family,
pyrin domain containing-3 inflammasome) in mouse
macrophages. Treatment with PTL directly inhibited

the protease activity of caspase-1 and thereby blocked
the activity of proinflammatory cytokines such as IL-1b
and IL-18 [24].

Treatment with SLs, especially 7-hydroxycostunolide
(Fig. 2, 10), influences local inflammation by transiently
increasing the levels of cytokines and promoting
the clearance of dying cells by THP-1 macrophages.
Importantly, this clearance was affected by the degree to
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muerte	
   celular,	
   independientemente	
   del	
   estado	
   proliferativo	
   de	
   la	
   célula.	
   A	
   modo	
   de	
  

ejemplo,	
   tapsigargina	
   es	
   una	
   LS	
   extraída	
   de	
   la	
   planta	
  Thapsia	
   garganica,	
   y	
   de	
   particular	
  

interés	
   como	
   inhibidor	
   selectivo	
   de	
   la	
   bomba	
   SERCA	
   (Figura	
   13).	
   Debido	
   a	
   su	
   blanco	
  

específico	
  y	
  su	
  potencia,	
  tapsigargina	
  es	
  muy	
  valiosa	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  estrategias	
  para	
  

destruir	
  a	
  las	
  células	
  cancerosas	
  [73].	
  

Generación	
  de	
  radicales	
  libres	
  a	
  través	
  del	
  hierro	
  

Las	
  células	
  de	
  rápida	
  proliferación	
  tienen	
  altos	
  niveles	
  de	
  receptores	
  de	
  transferrina	
  

en	
   su	
   superficie	
   y	
   una	
   alta	
   cantidad	
   de	
   hierro	
   intracelular.	
   Artemisina,	
   es	
   una	
   LS	
   que	
   ha	
  

generado	
  interés	
  para	
  el	
  tratamiento	
  del	
  cáncer,	
  porque	
  tiene	
  capacidad	
  de	
  unirse	
  al	
  hierro	
  

y	
   generar	
   radicales	
   libres	
   que	
   destruyen	
   las	
   células	
   tumorales	
   [74].	
   El	
   grupo	
   peróxido	
  

presente	
  en	
  la	
  lactona	
  de	
  la	
  molécula	
  de	
  artemisina,	
  reacciona	
  con	
  el	
  hierro	
  dando	
  lugar	
  a	
  

una	
   molécula	
   inestable.	
   Luego,	
   esta	
   desencadena	
   una	
   cascada	
   de	
   reacciones	
   que	
   libera	
  

especies	
  reactivas	
  del	
  oxigeno	
  (ROS)	
  y	
  termina	
  destruyendo	
  a	
  la	
  célula	
  [75],	
  (Figura	
  13).	
  	
  	
  

Regulación	
  del	
  NFkB	
  y	
  la	
  p53	
  

El	
  factor	
  nuclear	
  potenciador	
  de	
  las	
  cadenas	
  ligeras	
  kappa	
  de	
  las	
  células	
  B	
  activadas	
  

(NFkB),	
   es	
   un	
   complejo	
   proteico	
   que	
   controla	
   la	
   transcripción	
   del	
   ADN,	
   implicado	
   en	
   el	
  

desarrollo	
  y	
  progresión	
  del	
  cáncer.	
  Una	
  elevada	
  actividad	
  de	
  este	
  se	
  asocia	
  con	
  resistencia	
  a	
  

la	
  quimioterapia	
  y	
  la	
  radioterapia	
  [68].	
  	
   	
  

Partenolide	
  y	
  artemisina	
  son	
  inhibidores	
  del	
  NFkB	
  y	
  vuelven	
  a	
  las	
  células	
  tumorales	
  

sensibles	
  a	
  la	
  quimioterapia.	
  Partenolide	
  inhibe	
  directamente	
  a	
  la	
  subunidad	
  p65	
  del	
  NFkB	
  

y	
   éste	
  queda	
   inactivo.	
  También	
   suprime	
   la	
   actividad	
  de	
   la	
  quinasa	
   (IKK)	
  del	
   inhibidor	
  de	
  

kappa	
  B	
  (IkB),	
  y	
  esto	
  estabiliza	
   la	
   inhibición	
  del	
  NFkB	
  (Figura	
  13).	
  Las	
  células	
  normales	
  no	
  

son	
  sensibles	
  a	
  estas	
  LSs	
  porque	
  la	
  actividad	
  del	
  NFkB	
  suele	
  ser	
  baja	
  y	
  cuando	
  su	
  actividad	
  

aumenta	
  suele	
  estar	
  relacionado	
  con	
  la	
  diferenciación	
  celular	
  y	
  no	
  con	
  la	
  oncogénesis	
  [68].	
  

En	
   los	
   canceres	
   humanos	
   es	
   muy	
   común	
   que	
   se	
   produzca	
   simultáneamente	
   la	
  

hiperactivación	
  del	
  NFkB	
  y	
   la	
   inactivación	
  de	
   la	
  proteína	
  pro-­‐apoptótica	
  p53.	
  Partenolide,	
  

además	
  de	
   inhibir	
   al	
  NFkB,	
  ha	
  demostrado	
  activar	
   a	
  p53	
  al	
  promover	
   la	
  ubiquitinación	
  y	
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degradación	
   de	
   la	
   proteína	
   murina	
   doble	
   minuto	
   2	
   (MDM2),	
   la	
   cual	
   es	
   un	
   regulador	
  

negativo	
  de	
  p53	
  [68].	
  

Modulación	
  epigenética	
  

Los	
  mecanismos	
  epigenéticos,	
   como	
   la	
  metilación	
  del	
  ADN	
  y	
   la	
  modificación	
  de	
   las	
  

histonas,	
  están	
  frecuentemente	
  afectados	
  en	
  el	
  cáncer.	
  Muchas	
  células	
  tumorales	
  muestran	
  

una	
  elevada	
  actividad	
  de	
  la	
  histona	
  desacetilasa	
  1	
  (HDAC1),	
  y	
  de	
  la	
  ADN	
  metil-­‐transferasa	
  -­‐

1	
   (DNMT1)	
   y	
   -­‐3	
   (DNMT3b).	
   Partenolide,	
   es	
   capaz	
   de	
   disminuir	
   los	
   niveles	
   de	
   la	
   enzima	
  

HDAC1	
  mediado	
  por	
  degradación	
  proteasómica,	
  e	
  inducir	
  la	
  hipometilación	
  global	
  del	
  ADN	
  

a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  DNMT1	
  [76],	
  (Figura	
  13).	
  

Asimismo,	
   helenalina	
   es	
   una	
   LS	
   considerada	
   como	
   un	
   prometedor	
   compuesto	
  

antitumoral.	
   Esta,	
   ha	
  demostrado	
   ser	
  un	
  potente	
   inhibidor	
  de	
   la	
   transcriptasa	
   reversa	
  de	
  

telomerasa	
  humana	
  (hTERT)	
  y	
  la	
  telomerasa,	
  en	
  células	
  de	
  cáncer	
  hematopoyético	
  [77].	
  

Inhibición	
  de	
  la	
  angiogénesis	
  y	
  migración	
  celular	
  

Dentro	
  de	
  las	
  LSs	
  que	
  poseen	
  efecto	
  antiangiogénico	
  la	
  más	
  conocida	
  es	
  costunolide.	
  

Este	
   compuesto	
   inhibe	
   selectivamente	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
   células	
   endoteliales,	
  

estimulada	
  por	
  el	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  endotelial	
  vascular	
  (VEGF)	
  [78].	
  También,	
  esta	
  LS	
  es	
  

capaz	
  de	
  inducir	
  la	
  diferenciación	
  en	
  células	
  de	
  leucemia,	
  a	
  través	
  de	
  su	
  acción	
  sobre	
  PKC,	
  

PI3K,	
   ERK	
   y	
   NFκB	
   [79],	
   y	
   afectar	
   la	
   organización	
   nuclear	
   y	
   la	
   arquitectura	
   de	
   los	
  

microtúbulos	
  en	
  células	
  de	
  cáncer	
  de	
  mama	
  [80].	
  	
  

Artemisina,	
   también	
  previene	
   la	
  angiogénesis	
  porque	
   inhibe	
   la	
  proliferación	
  de	
   las	
  

células	
   endoteliales	
   vasculares,	
   y	
   la	
   expresión	
  del	
  VEGF	
  y	
   su	
   receptor.	
  Otras	
  propiedades	
  

antimetastásicas	
   se	
   le	
   atribuyen	
   debido	
   a	
   que	
   inhibe	
   a	
   las	
  MMPs,	
   al	
   factor	
   inducido	
   por	
  

hipoxia	
  (HIF)	
  y	
  el	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  fibroblástico	
  [68].	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  existen	
  LSs	
  que	
  han	
  demostrado	
  una	
  acción	
  supresora	
  de	
  la	
  migración	
  

y	
   la	
   invasión	
   celular	
   como	
   resultado	
   de	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
   secreción	
   de	
   enzimas	
  

responsables	
  de	
  la	
  degradación	
  de	
  la	
  MEC	
  (como	
  la	
  MMP-­‐9	
  y	
  la	
  uroquinasa)	
  [81].	
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Figura 13. Mecanismo de acción de las LSs en las células tumorales. Las LSs que 
han sido incluidas en ensayos clínicos son derivados de tapsigargina, artemisina y 
partenolide. Las LSs difunden a través de la membrana plasmática y actúan 
selectivamente sobre la bomba SERCA, el alto contenido de hierro y los receptores de 
transferrina de la superficie celular, el NFkB, y los mecanismos epigenéticos. 
Tapsigargina, actúa sobre la bomba SERCA y bloquea su capacidad de transferir el 
Ca2+ desde el citosol hacia el RE. Las altas concentraciones de Ca2+ dan lugar a la 
generación de ROS y la subsiguiente muerte celular. Muchas células tumorales tienen un 
alto contenido de hierro citosólico y elevados niveles de receptores de transferrina en su 
superficie. El hierro citosólico se une al grupo peróxido de artemisina y causa su 
activación, con la posterior generación de ROS. Partenolide, directamente inhibe la 
DNMT1 y causa la degradación proteasómica de HDAC1, permitiendo la expresión de la 
proteína normalmente alta 1 (HIN-1) y p21, respectivamente. Partenolide también inhibe 
la subunidad p65 del NFkB y el complejo IKK, lo que previene la fosforilación de IkB 
mediada por IKK y su degradación proteasómica. Artemisina también puede inhibir 
directamente la actividad de NFkB [68].  

Estos	
  datos,	
  más	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  algunas	
  LSs	
  son	
  capaces	
  de	
  inhibir	
  el	
  desarrollo	
  de	
  

metástasis	
  en	
  ratones	
  [82],	
  claramente	
  demuestran	
  que	
  estos	
  compuestos	
  naturales	
  tienen	
  

un	
  gran	
  potencial	
  para	
  ser	
  explorado	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  nuevos	
  agentes	
  antitumorales.	
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Deshidroleucodina	
  

Deshidroleucodina	
  (DhL)	
  es	
  una	
  lactona	
  sesquiterpénica,	
  tipo	
  guaianólido,	
  aislada	
  de	
  

las	
  hojas	
  de	
   la	
  planta	
  medicinal	
   llamada	
  matico	
  (Artemisia	
  douglasiana	
  Besser),	
  que	
  crece	
  

en	
   la	
   zona	
   nor-­‐oeste	
   de	
   Argentina.	
   Popularmente,	
   se	
   utiliza	
   la	
   infusión	
   de	
   las	
   hojas	
   del	
  

matico,	
  por	
  sus	
  propiedades	
  citoprotectoras	
  contra	
  la	
  ulcera	
  péptica	
  y	
  para	
  el	
  tratamiento	
  

externo	
  de	
  lesiones	
  en	
  la	
  piel	
  [83],	
  (Figura	
  14).	
  

	
  

Figura 14. Parte aérea de Artemisia douglasiana Besser. Esta hierba medicinal es de 
fácil obtención y comúnmente utilizada en Argentina para la preparación de infusiones. 
Conocida popularmente como “matico”, de las hojas de esta planta DhL puede ser 
aislada y purificada en concentraciones >1% [84], [85]. 

Estructura	
  química	
  

Numerosas	
  publicaciones	
  han	
  demostrado	
  la	
  acción	
  de	
  DhL	
  como	
  antidiarreica	
  [86],	
  

antiinflamatoria	
   [83],	
   antiparasitaria	
   [87],	
   antibacteriana	
   [88],	
   antiproliferativa	
   [89]	
   y	
  

antitumoral	
   [90].	
   En	
   cuanto	
   a	
   su	
   estructura	
   química,	
   la	
   molécula	
   esta	
   formada	
   por	
   una	
  

metilen-­‐gama	
  lactona,	
  unida	
  a	
  una	
  ciclopentenona	
  sustituida	
  en	
  posición	
  beta.	
  La	
  actividad	
  

farmacológica	
   como	
  antiulcerosa	
   se	
   le	
   atribuye	
   al	
   grupo	
  metileno	
   exocíclico	
   conjugado	
  al	
  

anillo	
  gama-­‐lactona	
  [85],	
  y	
  las	
  propiedades	
  antiinflamatoria,	
  antimicrobiana	
  y	
  antitumoral	
  

se	
  asocian	
  a	
  la	
  ciclopentenona	
  [91],	
  	
  (Figura	
  15).	
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Figura 15. Estructura química de DhL. DhL es una lactona sesquiterpénica 
perteneciente al grupo guaianólido, que contiene un anillo alfa-metilen-gama-lactona en 
su molécula [92].  

Antecedentes	
  	
  

La	
   acción	
   protectora	
   de	
   DhL	
   sobre	
   la	
   mucosa	
   gástrica	
   se	
   debe	
   a	
   que	
   aumenta	
   la	
  

síntesis	
   local	
   de	
   glicoproteínas	
   y	
   de	
   esta	
   manera	
   previene	
   las	
   lesiones	
   inducidas	
   por	
   el	
  

alcohol	
   y	
   otros	
   agentes	
   necrotizantes	
   [93],	
   [94].	
   En	
   el	
   intestino,	
   DhL	
   tiene	
   acción	
  

antidiarreica	
  debido	
  a	
  la	
  disminución	
  del	
  transito	
  intestinal,	
  [86],	
  [95],	
  la	
  estimulación	
  	
  de	
  la	
  

producción	
   de	
   moco	
   y	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   liberación	
   de	
   histamina	
   y	
   serotonina	
   por	
   los	
  

mastocitos	
  [84].	
  Se	
  cree	
  que	
  el	
  efecto	
  antiinflamatorio	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
  tracto	
  gastrointestinal,	
  

se	
  debe	
  principalmente	
  a	
  la	
  inhibición	
  del	
  NFkB	
  y	
  la	
  producción	
  de	
  citoquinas	
  [83].	
  	
  

Como	
   antiparasitario,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   la	
   acción	
   de	
   DhL	
   sobre	
   el	
   Trypanosoma	
  

cruzi.	
  El	
   tratamiento	
  con	
  este	
  compuesto	
  disminuye	
  el	
  número	
  de	
  parásitos	
  en	
   las	
  células	
  

infectadas	
  y	
  en	
  el	
  medio	
  extracelular,	
  sin	
  producir	
  toxicidad	
  en	
  la	
  célula	
  hospedadora	
  [96].	
  

También	
  se	
  ha	
  reportado	
  la	
  acción	
  antibacteriana	
  de	
  DhL	
  contra	
  Staphilococus	
  aureus	
  [97]	
  y	
  

Helicobacter	
  pilory	
  	
  [88].	
  

El	
   efecto	
   de	
   DhL	
   como	
   antiproliferativo	
   se	
   ha	
   observado	
   en	
   las	
   células	
  

meristemáticas	
   de	
   la	
   cebolla	
   [98]	
   y	
   en	
   las	
   células	
   musculares	
   vasculares	
   [89],	
   donde	
  

produce	
  un	
  arresto	
  transciente	
  del	
  ciclo	
  celular	
  en	
  la	
  fase	
  G2	
  [99].	
  Además,	
  se	
  le	
  atribuye	
  a	
  

DhL	
   un	
   efecto	
   antitumoral	
   porque	
   produce	
   arresto	
   del	
   ciclo	
   celular	
   en	
   varias	
   líneas	
   de	
  

células	
   tumorales.	
   Nuestro	
   laboratorio,	
   recientemente	
   ha	
   demostrado	
   que	
   DhL	
   induce	
  

senescencia	
  o	
  apoptosis	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  según	
  la	
  concentración	
  utilizada.	
  En	
  este	
  caso,	
  

produce	
   específicamente,	
   la	
   acumulación	
   de	
   marcadores	
   de	
   daño	
   del	
   ADN,	
   como	
   son	
   la	
  

activación	
  de	
  proteínas	
  que	
  forman	
  parte	
  de	
  los	
  puntos	
  de	
  control	
  de	
  ADN	
  dañado	
  [90].	
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Numerosos	
   antecedentes	
   aquí	
   mencionados	
   demuestran	
   las	
   características	
  

antitumorales	
  de	
  las	
  LSs	
  y	
  nuestro	
  laboratorio	
  ha	
  obtenido	
  importantes	
  resultados	
  sobre	
  el	
  

efecto	
  inhibitorio	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  proliferación	
  de	
  las	
  células	
  tumorales,	
  in	
  vitro	
  e	
  in	
  vivo.	
  Esto	
  

nos	
   ha	
   motivado	
   ha	
   continuar	
   dilucidando	
   las	
   propiedades	
   de	
   DhL	
   como	
   compuesto	
  

antitumoral.	
  	
  

El	
   fin	
   de	
   esta	
   tesis	
   es	
   demostrar	
   el	
   potencial	
   antimetastásico	
   que	
   posee	
  DhL.	
   Para	
  

esto,	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  inhibitorio	
  de	
  este	
  compuesto	
  natural	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  adhesión,	
  

migración	
  e	
  invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo.	
  En	
  efecto,	
  esperamos	
  que	
  nuestros	
  

resultados	
   generen	
   la	
   base	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   cual	
   se	
   avance	
   sobre	
   la	
   investigación	
   de	
   esta	
  

molécula.	
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Deshidroleucodina,	
   una	
   lactona	
   sesquiterpénica	
   extraída	
   de	
   la	
   planta	
   de	
   matico,	
  

posee	
  una	
  amplia	
  variedad	
  de	
  actividades	
  biológicas,	
  entre	
  ellas	
   la	
  capacidad	
  de	
  inhibir	
   la	
  

progresión	
   del	
   cáncer.	
   Este	
   compuesto	
   natural,	
   al	
   afectar	
   diversos	
   pasos	
   de	
   la	
   cascada	
  

metastásica,	
   resulta	
   de	
   interés	
   farmacológico	
   como	
   un	
   importante	
   inhibidor	
   de	
   la	
  

metástasis	
  tumoral.	
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Objetivo	
  general	
  	
  

En	
   el	
   trabajo	
   de	
   esta	
   tesis	
   nos	
   propusimos	
   como	
   objetivo	
   general,	
   resaltar	
   el	
  

potencial	
   de	
   Deshidroleucodina	
   de	
   inhibir	
   las	
   características	
   metastásicas	
   de	
   las	
   células	
  

tumorales	
  y	
  postular	
  a	
  este	
  producto	
  natural	
  como	
  un	
  prometedor	
  prototipo	
  farmacológico	
  

de	
  la	
  terapia	
  antitumoral.	
  	
  

	
  

Objetivos	
  específicos	
  

Para	
  estudiar	
  las	
  características	
  antimetastásicas	
  de	
  DhL,	
  planteamos	
  analizar	
  su	
  

efecto	
   en	
   la	
   adhesión,	
   invasión	
   y	
  migración	
   de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   En	
   base	
   a	
   esto,	
  

nuestro	
   primer	
   objetivo	
   fue	
   determinar	
   como	
   modelo	
   de	
   experimentación,	
   la	
  

utilización	
  de	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo,	
  arrestadas	
  con	
  hidroxiurea	
  y	
  luego,	
  analizar	
  

el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  viabilidad	
  celular.	
  	
  

A	
  continuación,	
  debido	
  a	
  que	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  la	
  MEC	
  es	
  un	
  

importante	
  estímulo	
  para	
  la	
  metástasis,	
  nuestro	
  segundo	
  objetivo	
  fue	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  

de	
   DhL	
   en	
   la	
   adhesión	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   a	
   la	
   MEC	
   y	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   las	
  

adhesiones	
  focales.	
  

El	
   tercer	
   objetivo	
   se	
   basó	
   en	
   estudiar	
   el	
   potencial	
   inhibitorio	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
  

invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales.	
  Para	
  esto	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  capacidad	
  

de	
  las	
  células	
  tumorales	
  de	
  invadir	
  una	
  matriz	
  tisular,	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  y	
  en	
  la	
  

activación	
  de	
  las	
  proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
  (MAPKs).	
  

Por	
  último,	
  como	
  inhibir	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  es	
  un	
  importante	
  

propósito	
   de	
   la	
   terapia	
   antimetastásica,	
   nos	
   propusimos	
   como	
   cuarto	
   objetivo,	
  

caracterizar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  morfología	
  y	
  motilidad	
  celular,	
  y	
  en	
  las	
  proteínas	
  que	
  

conforman	
  el	
  citoesqueleto.	
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SECCIÓN	
  1:	
  Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  viabilidad	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  arrestadas	
  
con	
  hidroxiurea	
  	
  

Varios	
   trabajos	
  de	
   investigación	
  han	
  demostrado	
  que	
  es	
  conveniente	
  el	
  arresto	
  del	
  

ciclo	
  celular	
  cuando	
  se	
  realizan	
  estudios	
  de	
  migración.	
  Así,	
  se	
  evita	
  confundir	
  los	
  signos	
  de	
  

la	
   proliferación	
   celular	
   cuando	
   se	
   quiere	
   analizar	
   específicamente	
   el	
   efecto	
   de	
   un	
  

compuesto	
  en	
  la	
  motilidad.	
  El	
  arresto	
  de	
  las	
  células	
  es	
  una	
  estrategia	
  para	
  asegurar	
  que	
  la	
  

masa	
   celular	
   con	
   la	
  que	
  estamos	
   trabajando	
   se	
   encuentra	
  en	
  una	
  misma	
   fase	
  del	
   ciclo.	
  El	
  

proceso	
   de	
   arresto	
   involucra	
   el	
   bloqueo	
   de	
   las	
   células	
   en	
   una	
   fase	
   específica	
   del	
   ciclo,	
  

logrado	
   a	
   través	
   de	
   diferentes	
   agentes.	
   Para	
   esto	
   se	
   pueden	
   utilizar	
   inhibidores	
   de	
   los	
  

microtúbulos,	
  que	
  arrestan	
  a	
  las	
  células	
  en	
  metafase,	
  y	
  la	
  timidina	
  o	
  hidroxiurea	
  (HU),	
  que	
  

producen	
  el	
  arresto	
  en	
  interfase	
  [100]–[102].	
  	
  

La	
   HU	
   es	
   una	
   molécula	
   de	
   bajo	
   peso	
   molecular	
   (un	
   agente	
   mielosupresivo	
   no	
  

alquilante)	
   que	
   bloquea	
   la	
   síntesis	
   del	
   ADN.	
   Su	
   mecanismo	
   de	
   acción	
   es	
   a	
   través	
   de	
   la	
  

inhibición	
  de	
  la	
  enzima	
  ribonucleótido	
  reductasa,	
  que	
  reduce	
  los	
  ribonucleótidos	
  difosfatos	
  

a	
   desoxi-­‐ribonucleotidos	
   difosfatos	
   (dNDP).	
   Como	
   consecuencia	
   de	
   esto,	
   en	
   la	
   célula	
  

disminuye	
  la	
  fuente	
  de	
  dNDP,	
  los	
  cuales	
  son	
  indispensables	
  para	
  la	
  síntesis	
  de	
  ADN.	
  Por	
  lo	
  

tanto,	
  se	
  produce	
  el	
  arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  al	
   final	
  de	
   la	
   fase	
  G1,	
  anterior	
  a	
   la	
  síntesis	
  de	
  

ADN	
   (fase	
   G1/S).	
   Se	
   ha	
   comprobado	
   que	
   la	
   HU	
   solo	
   inhibe	
   la	
   replicación	
   del	
   ADN	
   y	
   no	
  

interfiere	
  con	
  la	
  transcripción	
  del	
  ARN	
  o	
  la	
  síntesis	
  de	
  las	
  proteínas	
  [103],	
  [104].	
  

	
   En	
  esta	
  sección,	
  se	
  muestran	
  los	
  ensayos	
  que	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  para	
  determinar	
  el	
  

modelo	
  de	
   estudio,	
   para	
   analizar	
   el	
   efecto	
  de	
  DhL	
  en	
   las	
  distintas	
   etapas	
  de	
   la	
  migración	
  

celular.	
   Nuestro	
   objetivo	
   era	
   arrestar	
   a	
   las	
   células	
   con	
   HU	
   y	
   así,	
   evitar	
   la	
   proliferación	
  

celular	
   para	
   que	
   esta	
   no	
   interfiriera	
   en	
   los	
   ensayos	
   de	
   migración.	
   Además,	
   buscamos	
   el	
  

arresto	
   en	
   la	
   fase	
  G1/S,	
   porque	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   esta	
   es	
   la	
   fase	
   del	
   ciclo	
   donde	
   las	
  

células	
  desarrollan	
  mayor	
  velocidad	
  de	
  migración	
  [105].	
  En	
  primer	
  lugar,	
  determinamos	
  la	
  

concentración	
  de	
  HU	
  necesaria	
  para	
   arrestar	
   a	
   las	
   células	
   sin	
  producirles	
   efectos	
   tóxicos.	
  

Esto	
  fue	
  realizado	
  por	
  medio	
  de	
  ensayos	
  de	
  proliferación,	
  citometría	
  de	
  flujo	
  y	
  análisis	
  de	
  la	
  

viabilidad	
  celular.	
  En	
  segundo	
  lugar,	
  en	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  

de	
  DhL	
  en	
  la	
  viabilidad	
  celular,	
  y	
  la	
  inducción	
  de	
  senescencia	
  o	
  apoptosis.	
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Resultados	
  

Arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  	
  

Para	
   determinar	
   la	
   concentración	
   de	
   HU	
   que	
   produce	
   arresto	
   del	
   ciclo	
   celular,	
  

realizamos	
   ensayos	
   de	
   proliferación	
   y	
   recuento	
   celular.	
   Trabajamos	
   con	
   células	
   de	
  

carcinoma	
   cervical	
   humano	
   (HeLa),	
  melanoma	
   espontáneo	
   de	
   ratón	
   (B16-­‐F0),	
  melanoma	
  

altamente	
  metastásico	
  de	
   ratón	
   (B16-­‐F10),	
   adenocarcinoma	
  de	
  mama	
  receptor	
  estrógeno	
  

positivas	
   (MCF-­‐7)	
   y	
   adenocarcinoma	
   de	
   mama	
   receptor	
   estrógeno	
   negativas	
   (MDA-­‐MB-­‐

231).	
  Estas	
  células	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  Dulbecco's	
  Modified	
  Eagle	
  Medium-­‐

Nutrient	
   Mixture	
   F-­‐12	
   (DMEM-­‐F12),	
   con	
   10%	
   suero	
   fetal	
   bovino	
   (SFB),	
   hasta	
   una	
  

confluencia	
  del	
  80%	
  y	
  luego,	
  fueron	
  incubadas	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  suero	
  por	
  24	
  horas.	
  

A	
  continuación,	
  las	
  células	
  fueron	
  desprendidas	
  con	
  tripsina	
  y	
  se	
  sembraron	
  30.000	
  células	
  

por	
   pocillo	
   (células/p),	
   en	
   placas	
   de	
   24	
   pocillos,	
   y	
   fueron	
   incubadas	
   por	
   2	
   horas	
   para	
  

permitir	
  la	
  adhesión	
  celular.	
  Luego,	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  medio	
  de	
  cultivo	
  con	
  1,5%	
  SFB,	
  

en	
  presencia	
  de	
   concentraciones	
   crecientes	
  de	
  HU	
   (0;	
   0,5;	
   1;	
   2;	
   4	
   y	
  8	
  mM)	
  por	
  24	
  horas.	
  

Posteriormente,	
   para	
   determinar	
   el	
   número	
   de	
   células/p,	
   desprendimos	
   las	
   células	
   con	
  

tripsina	
  y	
  realizamos	
  el	
  recuento	
  celular	
  en	
  cámara	
  de	
  Neubauer.	
  	
  

En	
   las	
   células	
   HeLa,	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   incubación,	
   observamos	
   que	
   a	
  medida	
   que	
  

aumentaba	
  la	
  concentración	
  de	
  HU,	
  el	
  número	
  de	
  células/p	
  disminuía.	
  Mediante	
  el	
  recuento	
  

celular,	
  comprobamos	
  que	
  las	
  células	
  HeLa	
  que	
  no	
  habían	
  recibido	
  HU	
  habían	
  proliferado	
  y	
  

encontramos	
  52.000	
   células/p.	
   El	
   tratamiento	
   con	
  0,5	
   y	
   1	
  mM	
  HU	
  mostró	
   un	
  número	
  de	
  

44.000	
  y	
  40.000	
  células/p,	
  respectivamente.	
  En	
  el	
  tratamiento	
  de	
  las	
  células	
  con	
  2	
  mM	
  HU	
  

encontramos	
  un	
  número	
  de	
  30.000	
  células/p.	
  En	
  cambio,	
  en	
  los	
  tratamientos	
  con	
  4	
  y	
  8	
  mM	
  

HU	
   encontramos	
   10.000	
   y	
   5.000	
   células/p,	
   respectivamente.	
   Debido	
   a	
   que	
   el	
   cultivo	
   se	
  

había	
   iniciado	
   con	
   30.000	
   células/p,	
   interpretamos	
   que	
   2	
   mM	
   HU	
   mantuvo	
   el	
   mismo	
  

número	
  de	
  células	
  sembradas	
  y	
  por	
   lo	
   tanto	
   inhibió	
   la	
  proliferación	
  celular,	
  mientras	
  que	
  

los	
  tratamientos	
  con	
  concentraciones	
  mayores	
  a	
  2	
  mM	
  HU	
  produjeron	
  el	
  desprendimiento	
  

de	
   las	
   células,	
   ya	
  que	
   se	
   encontraron	
   cantidades	
   significativamente	
  menores	
   a	
   las	
   células	
  

sembradas	
  (Figura 16).	
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En	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  tratadas	
  con	
  0-­‐8	
  mM	
  HU	
  por	
  24	
  horas,	
  el	
  recuento	
  

celular	
  indicó	
  que	
  en	
  los	
  cultivos	
  que	
  no	
  recibieron	
  HU	
  había	
  mayor	
  número	
  de	
  células	
  que	
  

las	
   que	
   habíamos	
   sembrado.	
   En	
   los	
   pocillos	
   que	
   recibieron	
   0,5	
   mM	
   HU	
   había	
   35.000	
  

células/p,	
   y	
   en	
   los	
   que	
   recibieron	
   1	
   y	
   2	
  mM	
   de	
   HU	
   había	
   alrededor	
   de	
   32.000	
   y	
   29.500	
  

células/p,	
   respectivamente.	
   En	
   cambio,	
   en	
   los	
   pocillo	
   que	
   recibieron	
   4	
   y	
   8	
  mM	
  HU	
  había	
  

menor	
  número	
  de	
  células	
  que	
  las	
  que	
  se	
  sembraron.	
  Esto	
  indica	
  que	
  la	
  concentración	
  de	
  2	
  

mM	
  HU	
  inhibió	
  la	
  proliferación	
  celular	
  y	
  mantuvo	
  a	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  en	
  un	
  número	
  similar	
  

al	
  que	
  se	
  sembró	
  (Figura 16).	
  

De	
  la	
  misma	
  manera,	
  se	
  realizó	
  el	
  recuento	
  de	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  tratadas	
  con	
  0-­‐8	
  

mM	
   HU	
   por	
   24	
   horas,	
   el	
   cual	
   indicó	
   que	
   las	
   concentraciones	
   inferiores	
   a	
   1	
   mM	
   HU	
   no	
  

inhibieron	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  1	
  mM	
  HU	
  mantuvo	
  el	
  mismo	
  número	
  de	
  células	
  que	
  se	
  

sembraron	
   y	
   concentraciones	
   mayores	
   a	
   2	
   mM	
   HU	
   produjo	
   el	
   desprendimiento	
   de	
   las	
  

mismas	
  (Figura 16).	
  	
  

El	
   tratamiento	
   de	
   las	
   células	
  MCF-­‐7	
   y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
   con	
  0-­‐8	
  mM	
  HU	
  por	
   24	
  horas	
  

indicó	
  que	
  1	
  mM	
  HU	
  en	
  las	
  células	
  MCF-­‐7,	
  y	
  2	
  mM	
  HU	
  en	
  las	
  células	
  MDA-­‐MB-­‐231,	
  detuvo	
  la	
  

proliferación	
  celular	
  y	
  mantuvo	
  el	
  mismo	
  número	
  de	
  células	
  que	
  se	
  sembraron	
  (estos	
  datos	
  

no	
  se	
  muestran).	
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Figura 16. Tratamiento de las células HeLa, B16-F0 y B16-F10 con HU. Se 
sembraron 30.000 células/p y fueron tratadas con 0; 0,5; 1; 2; 4 y 8 mM HU por 24 
horas. Luego, las células se desprendieron con tripsina y se contaron en una cámara de 
Neubauer. Los gráficos muestran el número de células/p a las 24 horas de tratamiento 
con concentraciones crecientes de HU. Valor medio ± SEM, n=3. La línea celeste indica 
el número de células sembradas. 
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De	
  manera	
   complementaria	
   y	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   corroborar	
   el	
   arresto	
   del	
   ciclo	
   celular	
  

mediante	
  el	
  uso	
  de	
  HU,	
  realizamos	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular	
  mediante	
  

citometría	
  de	
  flujo.	
  	
  

La	
   citometria	
   de	
   flujo	
   es	
   una	
   técnica	
   que	
   permite	
   identificar	
   en	
   que	
   fase	
   del	
   ciclo	
  

celular	
  se	
  encuentran	
  las	
  células	
  en	
  base	
  a	
  su	
  contenido	
  de	
  ADN.	
  Para	
  ello,	
   las	
  células	
  son	
  

marcadas	
  con	
  yoduro	
  de	
  propidio,	
  el	
  cual	
  se	
  intercala	
  en	
  el	
  ADN	
  y	
  de	
  esta	
  manera	
  permite	
  

su	
   detección	
   por	
   el	
   aparato.	
   Luego,	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   un	
   programa	
   de	
   computación	
  

específico	
  se	
  puede	
  cuantificar,	
  según	
  hayan	
  duplicado	
  o	
  no	
  el	
  ADN,	
  la	
  proporción	
  de	
  células	
  

que	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  fase	
  G1,	
  S	
  y	
  G2	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  

Para	
   realizar	
   la	
   citometría	
  de	
   flujo,	
   las	
   células	
  HeLa	
  en	
  80%	
  de	
   confluencia	
   fueron	
  

incubadas	
   sin	
   suero	
   durante	
   24	
   horas.	
   Posteriormente,	
   se	
   incubaron	
   en	
  medio	
   con	
   1,5%	
  

SFB	
   y	
   0	
   ó	
   2	
   mM	
   HU	
   por	
   24	
   horas.	
   Transcurrido	
   el	
   tratamiento,	
   las	
   células	
   fueron	
  

desprendidas	
  con	
   tripsina,	
   lavadas	
  con	
  PBS,	
   fijadas	
  con	
  etanol	
  y	
  marcadas	
  con	
  yoduro	
  de	
  

propidio.	
  Por	
  último,	
   la	
  suspensión	
  de	
  células	
   fue	
  analizada	
  en	
  un	
  citómetro	
  de	
  flujo	
  y	
   los	
  

resultados	
  interpretados	
  mediante	
  el	
  programa	
  de	
  computación	
  FlowJo.	
  

Como	
   se	
   señala	
   en	
   la	
   Figura 17,	
   el	
   análisis	
   de	
   las	
   células	
   marcadas	
   con	
   yoduro	
   de	
  

propidio	
  demostró	
  que	
  cuando	
  las	
  células	
  fueron	
  incubadas	
  en	
  medio	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  

el	
  61%	
  de	
  las	
  mismas	
  se	
  encontraban	
  en	
  G1,	
  el	
  28%	
  en	
  S	
  y	
  el	
  11%	
  en	
  G2.	
  La	
  incubación	
  en	
  

medio	
  con	
  1,5%	
  SFB	
  por	
  24	
  horas	
  presentó	
  un	
  54%	
  de	
  las	
  células	
  en	
  G1,	
  31%	
  en	
  S	
  y	
  15%	
  en	
  

G2.	
  En	
  cambio,	
  en	
  la	
  incubación	
  en	
  medio	
  con	
  1,5%	
  SFB	
  y	
  2	
  mM	
  HU	
  se	
  observó	
  un	
  71%	
  de	
  

células	
  en	
  G1,	
  27%	
  en	
  S	
  y	
  2%	
  en	
  G2.	
  Esto	
  indica	
  que	
  la	
  incubación	
  de	
  las	
  células	
  en	
  medio	
  

sin	
  suero	
  por	
  24	
  horas	
  dio	
   lugar	
  a	
  una	
  población	
  con	
  un	
  gran	
  número	
  de	
  células	
  en	
  G1	
  y	
  

cuando	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  1,5%	
  SFB	
  disminuyó	
  el	
  número	
  de	
  células	
  en	
  G1	
  y	
  aumentó	
  

en	
   G2,	
   lo	
   que	
   sugiere	
   un	
   pequeño	
   estímulo	
   de	
   la	
   proliferación.	
   Sin	
   embargo,	
   en	
   el	
  

tratamiento	
   con	
   HU	
   se	
   incrementó	
   el	
   numero	
   de	
   células	
   en	
   G1	
   y	
   prácticamente	
  

desaparecieron	
  las	
  células	
  en	
  la	
  fase	
  G2,	
  lo	
  cual	
  indica	
  que	
  se	
  inhibió	
  la	
  duplicación	
  del	
  ADN.	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   consideramos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   2	
  mM	
  HU	
   efectivamente	
   arrestó	
   a	
   las	
  

células	
  HeLa	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S	
  del	
  ciclo	
  celular.	
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Hasta	
  aquí,	
  hemos	
  demostrado	
  que	
  el	
  tratamiento	
  de	
  las	
  células	
  que	
  se	
  encuentran	
  

en	
   un	
   80%	
   de	
   confluencia,	
   con	
   medio	
   de	
   cultivo	
   sin	
   suero	
   por	
   24	
   horas,	
   y	
   el	
   posterior	
  

tratamiento	
  por	
  24	
  horas	
  con	
  1,5%	
  SFB,	
  en	
  presencia	
  de	
  2	
  mM	
  HU,	
  detuvo	
  la	
  proliferación	
  

de	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   MDA-­‐MB-­‐231,	
   y	
   1	
   mM	
   HU,	
   inhibió	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
  

células	
  B16-­‐F10	
  y	
  MCF-­‐7.	
  Además,	
  en	
  las	
  células	
  HeLa	
  el	
  arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  en	
  la	
  fase	
  

G1/S	
  con	
  HU,	
  fue	
  corroborado	
  mediante	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  	
  

En	
   los	
   siguientes	
   experimentos,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   HU	
   utilizado	
   para	
   inhibir	
   la	
  

proliferación	
   celular,	
   se	
  menciona	
   como	
   “células arrestadas con HU”.	
  Este	
   tratamiento	
  

involucra	
  a	
  células	
  en	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia,	
  incubadas	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas	
  y	
  que	
  luego	
  

son	
  tratadas	
  con	
  HU	
  y	
  1,5%	
  SFB.	
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Figura 17. El tratamiento de las células HeLa con HU o HU + 20 µM DhL produce 
arresto del ciclo celular en G1/S. Las células HeLa fueron incubadas en medio sin 
SFB por 24 horas y luego fueron tratadas con medio de cultivo con 0 ó 1,5% SFB, 0 ó 2 
mM HU y 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. A continuación, las células fueron marcadas con 
yoduro de propidio y se analizaron en un citómetro de flujo. El gráfico muestra la 
proporción de células en la fase G1, S y G2 del ciclo celular. Valor medio, n=2.  
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Viabilidad	
  de	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  

Debido	
  a	
  que	
  concentraciones	
  mayores	
  a	
  2	
  mM	
  HU	
  produjo	
  el	
  desprendimiento	
  de	
  

las	
   células	
   de	
   la	
   placa	
   de	
   cultivo,	
   nos	
   preguntamos	
   si	
   las	
   concentraciones	
   de	
   HU	
  

seleccionadas	
  para	
  arrestar	
  a	
  las	
  células	
  afectan	
  la	
  viabilidad	
  de	
  éstas.	
  Para	
  ello,	
  analizamos	
  

la	
  viabilidad	
  celular	
  utilizando	
  el	
  método	
  de	
  coloración	
  con	
  azul	
  tripán.	
  	
  

El	
   fundamento	
   del	
  método	
   de	
   exclusión	
   vital	
   con	
   azul	
   tripán	
   es	
   que	
   si	
   las	
   células	
  

están	
   vivas,	
   mantienen	
   su	
   membrana	
   plasmática	
   intacta	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   el	
   colorante	
   no	
  

ingresa	
  a	
  ellas.	
  Si	
  las	
  células	
  han	
  sido	
  afectadas	
  por	
  el	
  tratamiento,	
  el	
  colorante	
  ingresa	
  a	
  las	
  

células	
  y	
  estas	
  se	
  observan	
  de	
  color	
  azul.	
  	
  

Para	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  HU	
  en	
  la	
  viabilidad	
  celular,	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐

F10,	
   MCF-­‐7	
   y	
   MDA-­‐MB-­‐231	
   fueron	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   fueron	
  

desprendidas	
   con	
   tripsina	
   y	
   teñidas	
   con	
   0,4%	
   azul	
   tripán.	
   A	
   continuación,	
   mediante	
  

recuento	
   celular	
   en	
   cámara	
  de	
  Neubauer	
  determinamos	
  el	
   número	
  de	
   células	
   viables	
   (no	
  

teñidas)	
  y	
  muertas	
  (teñidas).	
  	
  

Encontramos,	
  que	
  cuando	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  son	
  tratadas	
  con	
  

2	
  mM	
  HU,	
  y	
   las	
  células	
  B16-­‐F10	
  y	
  MCF-­‐7	
  son	
   tratadas	
  con	
  1	
  mM	
  HU,	
  más	
  del	
  98%	
  de	
   las	
  

mismas	
   no	
   se	
   tiñen	
   con	
   el	
   colorante,	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   células	
   se	
  

encuentran	
  viables	
  (Figura 18).	
  	
  	
  

De	
  este	
  resultado,	
  concluimos	
  que	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐

MB-­‐231,	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   por	
   24	
   horas,	
   no	
   pierden	
   la	
   viabilidad.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   la	
  

concentración	
   de	
   HU	
   que	
   contendrán	
   los	
   medios	
   de	
   cultivo	
   en	
   los	
   experimentos	
  

subsiguientes	
  será	
  de	
  1	
  ó	
  2	
  mM	
  HU	
  según	
  el	
  tipo	
  de	
  célula	
  que	
  se	
  utilice.	
  

	
  

Debido	
   a	
   que	
   resultados	
   de	
   nuestro	
   laboratorio	
   indican	
   que	
   las	
   células	
   HeLa	
   en	
  

proliferación	
   tratadas	
   con	
  DhL	
  pueden	
  entrar	
   en	
   senescencia	
  o	
  morir	
  por	
   apoptosis	
   [90],	
  

nos	
   preguntamos	
   el	
   efecto	
   que	
   tendría	
   DhL	
   en	
   las	
   células	
   HeLa	
   arrestadas	
   con	
   HU.	
   El	
  

tratamiento	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  30	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  

produjo	
  el	
  desprendimiento	
  de	
  las	
  mismas	
  de	
  la	
  placa	
  de	
  cultivo.	
  En	
  cambio,	
  el	
  tratamiento	
  

con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  no	
  produjo	
  daño	
  celular	
  aparente.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  a	
  continuación	
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analizamos	
   si	
   el	
   tratamiento	
   con	
  20	
  µM	
  DhL	
  afecta	
   la	
   viabilidad	
  de	
   las	
   células	
   arrestadas	
  

con	
  HU	
  y	
  si	
  se	
  induce	
  senescencia	
  o	
  apoptosis.	
  	
  	
  

	
  

Viabilidad	
  de	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  

Para	
  determinar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  utilizamos	
  el	
  colorante	
  azul	
  

tripán.	
  Para	
  esto,	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  arrestadas	
  con	
  

HU,	
   fueron	
   tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   mediante	
   coloración	
   con	
   azul	
  

tripán	
  y	
  recuento	
  en	
  cámara	
  de	
  Neubauer,	
  analizamos	
  la	
  viabilidad	
  celular.	
  De	
  esta	
  manera	
  

observamos	
  que	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   fue	
   de	
   99%	
  en	
   las	
   células	
  HeLa,	
   B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10	
   y	
  

MDA-­‐MB-­‐231,	
  y	
  de	
  98%	
  en	
  las	
  células	
  MCF-­‐7	
  (Figura 18).	
  Así,	
  afirmamos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  

con	
  20	
  µM	
  DhL	
  durante	
  24	
  horas,	
  no	
  afecta	
  significativamente	
   la	
  viabilidad	
  de	
   las	
  células	
  

arrestadas	
  con	
  HU.	
  

De	
  forma	
  complementaria,	
  se	
  realizó	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular	
  en	
  las	
  células	
  HeLa	
  

arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Así,	
   los	
  datos	
  arrojados	
  por	
  la	
  

citometría	
  de	
  flujo	
  indicó	
  que	
  el	
  76%	
  de	
  las	
  células	
  se	
  encontraban	
  en	
  la	
  fase	
  G1,	
  el	
  22%	
  en	
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Figura 18. El tratamiento con HU y HU + 20 µM DhL no afecta la viabilidad de las 
células HeLa, B16-F0, B16-F10, MCF-7 y MDA-MB-231. Las células HeLa, B16-F0, B16-
F10, MCF-7 y MDA-MB-231 fueron arrestadas con 1 mM HU ó 2 mM HU, y tratadas con 0 
ó 20 µM DhL. A las 24 horas, se realizó el recuento celular, en cámara de Neubauer, y 
mediante coloración con azul tripán se determinó el porcentaje de viabilidad celular. Valor 
medio ± SEM, n=3  
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S	
  y	
  el	
  2%	
  en	
  G2	
  (Figura 17).	
  Esto	
  revela	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas	
  no	
  

afectó	
  el	
  arresto	
  celular	
  inducido	
  por	
  HU	
  y	
  las	
  células	
  se	
  mantuvieron	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S.	
  	
  	
  	
  

Senescencia	
  	
  

La	
  senescencia	
  es	
  un	
  proceso	
  por	
  el	
  cual	
  las	
  células	
  pierden	
  la	
  capacidad	
  de	
  dividirse	
  

e	
   ingresan	
   en	
   un	
   estado	
   arrestado	
   en	
   el	
   cual	
   adquieren	
   una	
   característica	
   morfología	
  

alargada	
  y	
  plana.	
  Este	
  proceso,	
  se	
  piensa	
  que	
  se	
  debe	
  a	
  una	
  respuesta	
  por	
  daño	
  en	
  el	
  ADN	
  o	
  

como	
  causa	
  del	
  envejecimiento	
  celular	
  [106].	
  	
  

Las	
   células	
   senescentes	
   están	
   asociadas	
   con	
   un	
   incremento	
   en	
   la	
   actividad	
   de	
   la	
  

enzima	
  beta-­‐galactosidasa,	
   que	
   se	
  detecta	
   a	
   pH	
  6	
   y	
   es	
   conocida	
   como	
   “actividad	
  de	
  beta-­‐

galactosidasa	
  asociada	
  a	
  senescencia”	
  (SA-­‐βgal),	
  [107].	
  Es	
  necesario	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  

actividad	
   de	
   la	
   beta-­‐galactosidasa	
   a	
   pH	
   6,	
   a	
   diferencia	
   de	
   la	
   beta-­‐galactosidasa	
   que	
   se	
  

detecta	
  a	
  pH	
  4,	
  solo	
  esta	
  presente	
  en	
  las	
  células	
  senescentes	
  y	
  no	
  se	
  encuentra	
  en	
  las	
  células	
  

pre-­‐senescentes,	
  quiescentes	
  o	
  inmortales	
  [108].	
  	
  

En	
   estudios	
   previos,	
   encontramos	
   que	
   las	
   células	
  HeLa	
   en	
   proliferación	
   presentan	
  

senescencia	
   prematura	
   cuando	
   son	
   tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   48	
   horas	
   [90].	
   Para	
  

verificar	
  si	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  se	
  tornan	
  senescentes,	
  

analizamos	
   la	
   actividad	
   de	
   SA-­‐βgal,	
   mediante	
   una	
   reacción	
   de	
   tinción	
   citoquímica	
   que	
  

revela	
  en	
  células	
  en	
  cultivo,	
  la	
  actividad	
  de	
  beta-­‐galactosidasa	
  a	
  pH	
  6.	
  	
  

Para	
   este	
   experimento,	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   arrestadas	
   con	
   HU,	
  

fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas	
  (las	
  células	
  sin	
  DhL	
   fueron	
  tratadas	
  con	
  

igual	
  volumen	
  de	
  vehículo	
  del	
  compuesto,	
  DMSO,	
  y	
  se	
  mencionan	
  como	
  “células	
  controles”).	
  

Como	
  control	
  positivo	
  de	
  senescencia,	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  en	
  proliferación,	
  

fueron	
  tratadas	
  con	
  10%	
  SFB	
  y	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  48	
  horas.	
  Al	
  final	
  del	
  tratamiento	
  las	
  células	
  

se	
  fijaron	
  y	
  se	
  determinó	
  la	
  actividad	
  de	
  SA-­‐βgal	
  mediante	
  la	
  coloración	
  con	
  X-­‐gal	
  a	
  pH	
  6,	
  37	
  

ºC,	
   por	
   6	
   horas.	
   Por	
   último,	
   observamos	
   los	
   preparados	
   con	
   un	
  microscopio	
   óptico	
   y	
   las	
  

células	
  senescentes	
  se	
  identificaron	
  por	
  la	
  tinción	
  azul	
  en	
  la	
  región	
  perinuclear.	
  	
  

En	
   las	
   células	
   HeLa	
   en	
   proliferación,	
   tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   48	
   horas,	
   la	
  

mayoría	
   de	
   las	
   células	
   presentaron	
   coloración	
   azul,	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   se	
   encontraban	
   en	
  

estado	
  senescente.	
  En	
  cambio,	
   las	
  células	
  controles	
  (arrestadas	
  con	
  HU)	
  no	
  se	
  colorearon,	
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por	
  lo	
  tanto	
  estas	
  células	
  no	
  se	
  encontraban	
  senescentes.	
  En	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  

tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas,	
   no	
   se	
   produjo	
   coloración	
   azul,	
   por	
   lo	
   que	
  

consideramos	
   que	
   tampoco	
   se	
   encontraban	
   senescentes	
   (Figura 19).	
   La	
   cuantificación	
   del	
  

número	
  de	
  células	
  que	
  presentaron	
  actividad	
  SA-­‐ßgal	
  arrojó	
  que	
  el	
  99%	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  

en	
  proliferación,	
   tratadas	
  con	
  DhL	
  por	
  48	
  horas,	
  presentó	
  coloración	
  azul	
  perinuclear.	
  En	
  

cambio,	
  solo	
  el	
  1%	
  de	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  mostraron	
  reacción	
  positiva	
  a	
  

la	
  coloración.	
  	
  

El	
  mismo	
   análisis	
   fue	
   realizado	
   en	
   las	
   células	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10.	
   En	
   ambas	
   líneas	
  

celulares,	
   el	
   99%	
   de	
   las	
   células	
   en	
   proliferación	
   tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   48	
   horas,	
  

presentó	
  coloración	
  azul	
  perinuclear,	
  lo	
  que	
  indica	
  que	
  se	
  encontraban	
  en	
  senescencia.	
  En	
  

cambio,	
  solo	
  el	
  1%	
  de	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10,	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  tanto	
  en	
  ausencia	
  

como	
  en	
  presencia	
  de	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  presentó	
  reacción	
  positiva	
  a	
  SA-­‐β-­‐gal	
  (Figura 

19).	
  	
  

De	
  esta	
  manera,	
   confirmamos	
  que	
  el	
   tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  no	
  

produce	
  senescencia	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  HU.	
  

Apoptosis	
  	
  

En	
   células	
   HeLa	
   en	
   proliferación,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   30	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas	
  

produce	
  apoptosis,	
  por	
  eso,	
  nos	
  preguntamos	
  si	
  20	
  µM	
  DhL	
  produce	
  el	
  mismo	
  efecto	
  cuando	
  

las	
  células	
  son	
  arrestadas	
  con	
  HU.	
  Debido	
  a	
  que	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  con	
  azul	
  

tripán	
  no	
  es	
  sensible	
  para	
  las	
  células	
  que	
  podrían	
  encontrarse	
  en	
  los	
  primeros	
  estadíos	
  de	
  

apoptosis,	
  realizamos	
  para	
  determinar	
  este	
  proceso	
  el	
  ensayo	
  con	
  anexina	
  V.	
  	
  

En	
   las	
   células	
   normales	
   (no	
   apoptóticas),	
   el	
   fosfolípido	
   fosfatidilserina	
   está	
  

localizado	
   en	
   la	
   superficie	
   citoplasmática	
   de	
   la	
   membrana	
   celular.	
   En	
   cambio,	
   en	
   los	
  

primeros	
  estadíos	
  de	
  apoptosis,	
   la	
   fosfatidilserina	
  se	
   transloca	
  desde	
   la	
  superficie	
   interna	
  

hacia	
  la	
  externa	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  y	
  queda	
  expuesta	
  al	
  ambiente	
  extracelular.	
  	
  

La	
   anexina	
   V	
   es	
   una	
   glucoproteína	
   de	
   35	
   kDa,	
   dependiente	
   de	
   calcio	
   y	
   con	
   gran	
  

afinidad	
  por	
  la	
  fosfatidilserina.	
  Para	
  evaluar	
  si	
  20	
  µM	
  DhL	
  produce	
  apoptosis	
  en	
  las	
  células	
  

arrestadas	
  con	
  HU,	
  realizamos	
  la	
  tinción	
  con	
  anexina	
  V-­‐FITC.	
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Para	
  realizar	
  este	
  experimento,	
   las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  

HU,	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Como	
  control	
  positivo	
  de	
  apoptosis,	
  

las	
   células	
   en	
   proliferación	
   fueron	
   expuestas	
   a	
   la	
   luz	
   ultravioleta	
   (UV)	
   por	
   1	
   hora.	
  

Transcurrido	
   el	
   tiempo	
   de	
   tratamiento,	
   las	
   células	
   fueron	
   teñidas	
   con	
   anexina	
   V-­‐FITC	
   y	
  

observadas	
  en	
  un	
  microscopio	
  de	
  fluorescencia.	
  	
  

Como	
  se	
  observa	
  en	
  la	
  Figura 20,	
  las	
  células	
  HeLa	
  expuestas	
  a	
  la	
  luz	
  UV	
  presentaron	
  en	
  

su	
   mayoría	
   una	
   intensa	
   fluorescencia	
   verde,	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   estaban	
   en	
   estado	
   de	
  

apoptosis.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   controles	
   y	
   tratadas	
   con	
   DhL,	
   las	
   células	
   no	
   se	
  

B16-F0 HeLa 

HU 
24 h 

HU 
+ 

DhL 
24 h 

B16-F10 

En 
proliferación 

+ 
DhL 
48 h 

Figura 19. El tratamiento con 20 µM DhL por 24 horas no produce senescencia en las 
células HeLa, B16-F0 y B16-F10 arrestadas con HU. Las células HeLa, B16-F0 y B16-
F10 arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. Para el control 
positivo de senescencia las células en proliferación se trataron con 10% SFB y 20 µM DhL 
por 48 horas. Luego del tratamiento, las células fueron incubadas con el reactivo para la 
detección de beta-galactosidasa a pH 6, a 37º, por 6 horas, y se observaron en un 
microscopio óptico (objetivo 40x). Las células senescentes presentan tinción perinuclear 
azul. Barra 50 µm. 
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observaron	
   teñidas	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   no	
   se	
   encontraban	
   en	
   apoptosis.	
   El	
   recuento	
   celular	
  

demostró	
  que	
  el	
  99%	
  de	
  las	
  células	
  expuestas	
  a	
  la	
  luz	
  UV	
  se	
  encontraban	
  apoptóticas.	
   	
  En	
  

cambio,	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  solo	
  un	
  2%	
  desarrollaron	
  apoptosis.	
  	
  

En	
   las	
   células	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   se	
   obtuvo	
   un	
   resultado	
   similar.	
   En	
   ambas	
   líneas	
  

celulares,	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  células	
  expuestas	
  a	
  la	
  luz	
  UV	
  se	
  encontraban	
  en	
  apoptosis.	
  Por	
  el	
  

contrario,	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL,	
  solo	
  un	
  1%	
  se	
  tiñeron	
  con	
  anexina	
  V.	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   consideramos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas	
   no	
  

produce	
  apoptosis	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  HU.	
  	
  

	
  

	
  

Conclusión	
  

En	
   este	
   estudio,	
   la	
   HU	
   fue	
   utilizada	
   para	
   inhibir	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
   células	
  

tumorales.	
  De	
  la	
  misma	
  manera	
  que	
  otros	
  autores	
  han	
  reportado	
  [109]–[112],	
  en	
  nuestros	
  

experimentos	
   observamos	
   un	
   efecto	
   antiproliferativo	
   de	
  HU	
   en	
   las	
   células	
  HeLa,	
   B16-­‐F0,	
  

B16-­‐F10,	
   MCF-­‐7	
   y	
   MDA-­‐MB-­‐231.	
   Sin	
   embargo,	
   la	
   sensibilidad	
   a	
   la	
   droga	
   varía	
   entre	
   las	
  

Control 

DhL 

UV 

Contraste de 
fase Anexina V 

HeLa B16-F10 B16-F0 

Anexina V Anexina V Contraste de 
fase 

Contraste de 
fase 

Figura 20. El tratamiento con 20 µM DhL por 24 horas no produce apoptosis en las 
células HeLa, B16-F0 y B16-F10 arrestadas con HU. Las células HeLa, B16-F0 y B16-
F10 arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 (Control) ó 20 µM DhL (DhL) por 24 horas. 
Como control positivo de apoptosis, las células en proliferación fueron expuestas a la luz 
UV durante 1 hora. Luego, las células fueron teñidas con anexina-V FITC y analizadas en 
un microscopio con contraste de fase y fluorescencia. La tinción fluorescente de las 
células indica apoptosis. Barra 50 µm.	
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distintas	
  líneas	
  celulares.	
  Es	
  por	
  eso	
  que	
  determinamos	
  la	
  proliferación	
  y	
  viabilidad	
  celular	
  

mediante	
  el	
  método	
  de	
  recuento	
  directo	
  y	
  coloración	
  con	
  azul	
  tripán.	
  Encontramos	
  que	
  la	
  

utilización	
  de	
  HU	
  en	
  concentración	
  de	
  2	
  mM	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231,	
  y	
  1	
  

mM	
  en	
   las	
   células	
  B16-­‐F10	
  y	
  MCF-­‐7,	
   inhibe	
   completamente	
   la	
  proliferación	
   sin	
   afectar	
   la	
  

viabilidad	
  celular.	
  Además,	
  comprobamos	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo,	
  que	
  2	
  mM	
  HU	
  produce	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa,	
  arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S.	
  

Luego,	
   analizamos	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   viabilidad	
   celular,	
   y	
   la	
   inducción	
   de	
  

senescencia	
   o	
   apoptosis,	
   en	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   arrestadas	
   con	
   HU.	
   Los	
  

experimentos	
   indicaron	
  que	
   la	
  viabilidad	
  celular	
  no	
   fue	
  significativamente	
  afectada	
  por	
  el	
  

tratamiento	
  con	
  DhL.	
  Además,	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo	
  reveló	
  que	
  

DhL	
  no	
  modifica	
   el	
   arresto	
  de	
   las	
   células	
  HeLa	
   inducido	
  por	
  HU,	
   de	
  manera	
  que	
   estas	
   se	
  

mantienen	
  en	
   la	
   fase	
  G1/S.	
  Por	
  otro	
   lado,	
  el	
  análisis	
  de	
  SA-­‐ßgal	
  demostró	
  que	
  el	
  grado	
  de	
  

senescencia	
  de	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  es	
  despreciable.	
  Luego,	
  los	
  

ensayos	
  realizados	
  para	
  evaluar	
  apoptosis,	
  revelaron	
  que	
  este	
  proceso	
  tampoco	
  se	
  produce	
  

por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  HU	
  y	
  DhL.	
  	
  

Con	
   estos	
   resultados,	
   demostramos	
   que	
   en	
   nuestro	
   modelo	
   conseguimos	
   la	
  

condición	
  de	
  arresto	
  del	
   ciclo	
   celular	
  en	
  G1/S,	
   sin	
  producir	
  muerte	
   celular,	
   senescencia	
  o	
  

apoptosis.	
  Consideramos	
  la	
  utilización	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  como	
  la	
  

condición	
   óptima	
   para	
   evaluar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   las	
   distintas	
   etapas	
   de	
   la	
   migración	
  

celular.
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SECCIÓN	
  2:	
  Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  la	
  matriz	
  
extracelular	
  y	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  adhesiones	
  focales	
  

Matriz extracelular 

La	
  MEC	
   es	
   una	
   red	
   compleja	
   de	
  macromoléculas	
   con	
   distintas	
   propiedades	
   físicas,	
  

bioquímicas	
   y	
   mecánicas.	
   Algunas	
   proteínas	
   que	
   la	
   componen	
   se	
   unen	
   a	
   receptores	
   de	
  

adhesión	
   celular	
   como	
   las	
   integrinas,	
   que	
   median	
   la	
   adhesión	
   célula-­‐matriz	
   y	
   además,	
  

traducen	
   señales	
   al	
   interior	
   de	
   la	
   célula.	
   Así,	
   la	
   MEC	
   tiene	
   muchos	
   efectos	
   más	
   allá	
   de	
  

proveer	
   una	
   estructura	
   de	
   soporte.	
   Señales	
   específicas	
   de	
   la	
   MEC	
   pueden	
   estimular	
   la	
  

progresión	
  del	
  cáncer	
  mediante	
  la	
  promoción	
  de	
  la	
  transformación	
  celular	
  y	
  el	
  desarrollo	
  de	
  

metástasis	
  [113],	
  [114].	
  	
  

La	
   fibronectina	
   (FN)	
  es	
  una	
  abundante	
  proteína	
  de	
   la	
  MEC,	
  de	
  múltiples	
  dominios,	
  

con	
  la	
  habilidad	
  de	
  unirse	
  al	
  colágeno,	
  a	
  proteoglicanos	
  y	
  a	
  las	
  integrinas.	
  Es	
  secretada	
  por	
  

las	
  células	
  como	
  un	
  dímero	
  soluble	
  y	
  posteriormente	
  se	
  ensambla	
  en	
  fibrillas	
  multiméricas	
  

insolubles	
   que	
   pasan	
   a	
   formar	
   parte	
   de	
   la	
   MEC.	
   La	
   FN	
   media	
   una	
   amplia	
   variedad	
   de	
  

interacciones	
  célula-­‐matriz	
  y	
  juega	
  roles	
  importantes	
  en	
  la	
  adhesión,	
  expansión,	
  migración,	
  

proliferación	
  y	
  diferenciación	
  celular	
  [115].	
  

Muchos	
  estudios	
  han	
  aportado	
  evidencias	
  de	
  que	
  la	
  unión	
  de	
  las	
  células	
  con	
  la	
  FN	
  de	
  

la	
  MEC	
  da	
   lugar	
  a	
  distintos	
   fenotipos	
  celulares.	
  Particularmente,	
   se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  al	
  

bloquear	
  la	
  interacción	
  de	
  la	
  célula	
  con	
  la	
  FN	
  se	
  inhibe	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  la	
  migración,	
  

se	
   altera	
   la	
   organización	
   de	
   la	
   actina	
   y	
   la	
   contractilidad	
   del	
   citoesqueleto.	
   Varias	
  	
  

investigaciones	
   también	
   indican	
  el	
  papel	
  de	
   la	
  FN	
  en	
  establecer	
  un	
  ambiente	
  extracelular	
  

biológicamente	
   activo,	
   requerido	
   para	
   la	
   apropiada	
   función	
   celular	
   [116],	
   [117],	
   [118],	
  

[119],	
  [43].	
  	
  

Proceso de adhesión y expansión celular 

La	
   mayoría	
   de	
   las	
   células	
   en	
   suspensión,	
   cuando	
   toman	
   contacto	
   con	
   superficies	
  

recubiertas	
   con	
   proteínas	
   de	
   la	
   MEC,	
   se	
   adhieren	
   y	
   luego	
   se	
   expanden	
   adquiriendo	
   una	
  

morfología	
  plana.	
  La	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  celular	
  se	
  encuentran	
  bajo	
  control	
  de	
  múltiples	
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vías	
  de	
  señalización,	
  las	
  cuales	
  provienen	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  MEC	
  y	
  también	
  desde	
  el	
  

interior	
   de	
   la	
   célula.	
   La	
   integración	
   de	
   estas	
   señales	
   regulan	
   la	
   adhesión	
   y	
   la	
   expansión	
  

celular	
  mediante	
  el	
  ensamble	
  de	
  las	
  AFs.	
  	
  

El	
  proceso	
  de	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  celular	
  puede	
  dividirse	
  en	
  tres	
  fases.	
  La	
  primera	
  

fase	
  está	
  caracterizada	
  por	
  la	
  formación	
  de	
  puentes	
  iniciales	
  entre	
  las	
  moléculas	
  adhesivas	
  

de	
   la	
   célula	
   y	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
   MEC.	
   Esto	
   es	
   seguido	
   por	
   una	
   segunda	
   fase,	
   que	
  

comprende	
  el	
  inicio	
  de	
  la	
  expansión	
  celular.	
  Esta	
  es	
  llevada	
  a	
  cabo	
  por	
  la	
  polimerización	
  de	
  

actina,	
   que	
   incrementa	
   la	
   superficie	
   celular	
   y	
   da	
   lugar	
   a	
   la	
   formación,	
   en	
   la	
   membrana	
  

plasmática,	
   de	
   protrusiones	
   con	
   forma	
   de	
   burbujas	
   llamadas	
   blebs.	
   Los	
   blebs	
   son	
  

característicos	
   de	
   la	
   apoptosis	
   y	
   la	
   división	
   celular,	
   pero	
   también	
   aparecen	
   durante	
   la	
  

expansión	
  de	
  las	
  células.	
  Estos	
  se	
  observan	
  transcientemente	
  en	
  la	
  fase	
  de	
  expansión	
  y	
  su	
  

principal	
  función	
  es	
  reclutar,	
  desde	
  el	
  interior	
  de	
  la	
  célula,	
  membrana	
  plasmática	
  adicional	
  

para	
  aumentar	
  el	
  área	
  celular.	
  Luego	
  que	
  desaparecen	
   los	
  blebs,	
   las	
  células	
  entran	
  en	
  una	
  

tercera	
  fase	
  del	
  proceso	
  de	
  adhesión	
  y	
  expansión,	
  donde	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  se	
  relaja,	
  

el	
  endoplasma	
  se	
  aplana	
  y	
  las	
  AFs	
  maduran.	
  Las	
  distintas	
  fases,	
  se	
  acompañan	
  de	
  cambios	
  

sustanciales	
  en	
  los	
  mecanismos	
  celulares,	
  para	
  alcanzar	
  el	
  desafío	
  mecánico	
  planteado	
  por	
  

la	
   expansión,	
   en	
   particular	
   el	
   cambio	
   de	
   volumen,	
   que	
   representa	
   una	
   amenaza	
   a	
   la	
  

integridad	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  [120],	
  [121].	
  

Adhesiones focales 

La	
  adhesión	
  de	
  la	
  célula	
  al	
  sustrato	
  comprende:	
  la	
  unión	
  de	
  las	
  integrinas	
  a	
  las	
  fibras	
  

de	
  la	
  MEC,	
  la	
  agrupación	
  de	
  las	
  integrinas	
  y	
  su	
  interacción	
  con	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  y	
  

el	
   ensamble	
   de	
   las	
   AFs.	
   Las	
   AFs	
   comprenden	
   numerosas	
   proteínas	
   estructurales	
   como	
  

vinculina,	
   talina	
  y	
  alfa-­‐actinina,	
  y	
  elementos	
  de	
  señalización	
  como	
  FAK,	
  Src	
  y	
  paxilina.	
  Las	
  

fuerzas	
   externas	
   ejercidas	
   sobre	
   las	
   integrinas	
   son	
   el	
   estímulo	
   para	
   que	
   se	
   produzca	
   el	
  

ensamble	
  de	
   las	
  AFs	
  y	
  por	
   lo	
   tanto,	
   la	
   conexión	
  entre	
   las	
   integrinas	
   y	
   el	
   citoesqueleto	
  de	
  

actina	
  [122].	
  

La	
   formación	
   de	
   las	
   AFs,	
   es	
   iniciada	
   gracias	
   a	
   la	
   unión	
   de	
   talina	
   y	
   actina-­‐F	
   a	
   las	
  

integrinas,	
   y	
   luego	
   este	
   complejo	
   de	
   proteínas	
   es	
   reforzado	
   mediante	
   vinculina.	
   En	
   un	
  

principio,	
   la	
  unión	
  de	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
   ligandos	
  a	
  vinculina	
  es	
  inhibido	
  por	
  la	
   interacción	
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intramolecular	
  entre	
  la	
  región	
  globular	
  (N-­‐terminal)	
  de	
  vinculina	
  y	
  la	
  región	
  de	
  la	
  cola	
  (C-­‐

terminal),	
  de	
  manera	
  que	
  la	
  proteína	
  adopta	
  una	
  conformación	
  cerrada.	
  Luego,	
  la	
  presencia	
  

de	
   fosfatidil-­‐inositol-­‐di-­‐fosfato	
   (PIP2),	
   permite	
   que	
   vinculina	
   sea	
   activada	
   y	
   adopte	
   una	
  

conformación	
  abierta.	
  De	
  esta	
  manera,	
  vinculina	
  puede	
  ser	
  reclutada	
  a	
  los	
  complejos	
  focales	
  

formados	
   inicialmente	
  entre	
   integrina,	
   talina	
  y	
   actina-­‐F.	
  Esto	
   facilita	
   el	
   agregado	
  de	
  otras	
  

proteínas	
   y	
   la	
   maduración	
   de	
   los	
   complejos	
   focales	
   hacia	
   estructuras	
   más	
   grandes	
   y	
  

estables	
  como	
  son	
  las	
  AFs	
  [123].	
  La	
  forma	
  activada	
  de	
  vinculina	
  contribuye	
  principalmente	
  

con	
  la	
  nucleación	
  y	
  polimerización	
  de	
  actina,	
  necesaria	
  para	
   la	
  extensión	
  de	
   la	
   lamela	
  y	
   la	
  

expansión	
  celular	
  [124],	
  [125].	
  Se	
  sabe	
  que	
  vinculina	
  es	
  clave	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  número	
  y	
  

tamaño	
  de	
   las	
  AFs	
  y	
  que	
   las	
   células	
  deficientes	
  de	
  esta	
  proteína	
  pueden	
   formar	
  AFs	
  pero	
  	
  

muestran	
  significativos	
  defectos	
  en	
  la	
  morfología,	
  la	
  expansión	
  y	
  la	
  migración	
  celular	
  [126].	
  	
  

	
  

Como	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  a	
  la	
  MEC	
  juega	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  

las	
  metástasis,	
  nos	
  propusimos	
   investigar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
   la	
   interacción	
  de	
   las	
  células	
  

tumorales	
   con	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
  MEC.	
   Para	
   eso,	
   desarrollamos	
   una	
   serie	
   de	
   ensayos	
   en	
  

placas	
  de	
  cultivo	
  recubiertas	
  con	
  FN.	
  En	
  primer	
  lugar,	
  analizamos	
  la	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  

celular	
   y	
   posteriormente	
   estudiamos	
   la	
   concentración	
   de	
   vinculina	
   y	
   la	
   formación	
   de	
   las	
  

AFs.	
  

	
  

Resultados	
  	
  

Adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  fibronectina	
  

Para	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   de	
  DhL	
   en	
   la	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   celular,	
   desarrollamos	
  

ensayos	
   de	
   adhesión	
   en	
   placas	
   recubiertas	
   con	
   FN.	
   Para	
   esto,	
   las	
   células	
  HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
  

B16-­‐F10	
  arrestadas	
   con	
  HU,	
   fueron	
   tratadas	
   con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Luego,	
   las	
  

células	
   fueron	
   desprendidas	
   de	
   la	
   placa	
   con	
   EDTA/PBS	
   (en	
   los	
   ensayos	
   de	
   adhesión	
   no	
  

utilizamos	
   tripsina	
   para	
   no	
   dañar	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
   superficie	
   celular),	
   y	
   se	
   incubaron	
  

50.000	
  células/p	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos	
  recubiertas	
  con	
  FN,	
  durante	
  10,	
  20	
  y	
  60	
  minutos.	
  	
  

En	
   cada	
   uno	
   de	
   estos	
   tiempos,	
   se	
   realizó	
   el	
   recuento	
   de	
   las	
   células	
   adheridas,	
   con	
   un	
  

microscopio	
  óptico	
  con	
  objetivo	
  4x.	
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A	
  medida	
  que	
   transcurría	
   el	
   tiempo	
  de	
   incubación,	
  observamos	
  un	
   incremento	
  del	
  

número	
   de	
   células	
   HeLa	
   adheridas	
   a	
   la	
   placa	
   de	
   cultivo,	
   pero	
   cuando	
   comparamos	
   las	
  

células	
  controles	
  con	
  las	
  tratadas	
  con	
  DhL,	
  evidenciamos	
  que	
  en	
  estas	
  últimas	
  era	
  menor	
  el	
  

número	
  de	
  células	
  adheridas	
  a	
  la	
  placa	
  (Figura 21	
  A).	
  En	
  las	
  células	
  controles,	
  se	
  observaron	
  

71	
   células/campo	
   (células/c)	
   a	
   los	
   10	
   minutos,	
   107	
   células/c	
   a	
   los	
   20	
   minutos	
   y	
   173	
  

células/c	
   a	
   los	
   60	
  minutos	
   de	
   incubación.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   se	
  

observaron	
  54	
  células/c	
  a	
  los	
  10	
  minutos,	
  76	
  células/c	
  a	
  los	
  20	
  minutos	
  y	
  108	
  células/c	
  a	
  

los	
  60	
  minutos	
  de	
  incubación.	
  Si	
  bien	
  a	
  los	
  10	
  minutos	
  de	
  incubación	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  

no	
  produjo	
  un	
  efecto	
  significativo	
  en	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  a	
  los	
  20	
  minutos	
  DhL	
  

redujo	
  un	
  29%	
  el	
  número	
  de	
  células	
  adheridas	
  a	
  FN.	
  Luego,	
  a	
   los	
  60	
  minutos,	
  el	
  efecto	
  de	
  

DhL	
  fue	
  más	
  marcado	
  y	
  la	
  reducción	
  del	
  número	
  de	
  células	
  adheridas	
  fue	
  de	
  38%	
  (Figura 21	
  

B).	
  	
  

De	
  manera	
  similar,	
  analizamos	
   la	
  adhesión	
  de	
   las	
  células	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10.	
  En	
   las	
  

células	
   B16-­‐F0,	
   DhL	
   inhibió	
   la	
   adhesión	
   un	
   35%	
   a	
   los	
   20	
   minutos	
   y	
   un	
   45%	
   a	
   los	
   60	
  

minutos.	
  En	
  las	
  células	
  B16-­‐F10,	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  adhesión	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  fue	
  

de	
  32%	
  a	
  los	
  20	
  minutos	
  y	
  40%	
  a	
  los	
  60	
  minutos	
  (Figura 21	
  B).	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   este	
   resultado	
   indica	
  que	
  DhL	
   inhibe	
   la	
   adhesión	
  de	
   las	
   células	
  HeLa,	
  

B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  a	
  FN.	
  

	
  

Dado	
   que	
   DhL	
   tiene	
   efecto	
   inhibitorio	
   en	
   la	
   adhesión	
   de	
   las	
   células	
   a	
   FN,	
   nos	
  

preguntamos	
  si	
  también	
  se	
  afecta	
  la	
  capacidad	
  de	
  expansión	
  celular.	
  Para	
  eso,	
  estudiamos	
  el	
  

efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  	
  la	
  expansión	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  sobre	
  FN.	
  

Expansión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  sobre	
  fibronectina	
  

Para	
   este	
   experimento,	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   arrestadas	
   con	
   HU,	
  

fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  las	
  células	
  se	
  desprendieron	
  de	
  la	
  

placa	
  con	
  EDTA/PBS,	
  se	
  sembraron	
  en	
  placas	
  recubiertas	
  con	
  FN,	
  y	
  se	
  incubaron	
  por	
  1	
  hora	
  

para	
  permitir	
  la	
  adhesión	
  celular.	
  Después	
  de	
  eliminar	
  las	
  células	
  no	
  adheridas	
  a	
  la	
  placa,	
  se	
  

continuó	
  con	
  la	
  incubación	
  de	
  las	
  células	
  adheridas	
  (tiempo	
  0	
  de	
  expansión)	
  y	
  se	
  midió	
  el	
  

área	
  celular	
  durante	
  3	
  horas	
  de	
  expansión.	
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En	
   las	
   células	
   HeLa,	
   observamos	
   que	
   luego	
   de	
   1	
   hora	
   de	
   expansión,	
   las	
   células	
  

controles	
  comenzaban	
  a	
  expandirse	
  y	
  emitir	
  procesos,	
  y	
  con	
  el	
  incremento	
  en	
  el	
  tiempo	
  de	
  

incubación,	
  el	
  área	
  celular	
  aumentaba.	
  De	
  forma	
  similar,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  el	
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Figura 21. DhL inhibe la adhesión de las células tumorales a FN. Las células HeLa, 
B16-F0 y B16-F10 arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. 
Luego, fueron desprendidas con EDTA/PBS, colocadas en placas recubiertas con FN, e 
incubadas durante 10, 20 y 60 minutos. Transcurrido el tiempo, se eliminó el medio de 
cultivo y se contaron las células adheridas a la placa en un microscopio óptico con 
objetivo 4x. A) imágenes en contraste de fase de las células HeLa adheridas a la placa 
con FN, luego de 10, 20 y 60 minutos de incubación. Barra 100 µm. B) Número de 
células por campo, adheridas a la placa luego de 10, 20 y 60 minutos de incubación. 
Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=3 
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área	
  celular	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  procesos	
  aumentaba	
  a	
  medida	
  que	
  se	
  extendía	
  el	
  tiempo	
  de	
  

incubación.	
  Sin	
  embargo,	
  evidenciamos	
  un	
  defecto	
  en	
   la	
  expansión	
  de	
   las	
  células	
   tratadas	
  

con	
  DhL,	
   ya	
   que	
   luego	
   de	
   3	
   horas	
   de	
   incubación	
   estas	
   no	
   alcanzaron	
   a	
   aumentar	
   el	
   área	
  

como	
  lo	
  hicieron	
  las	
  células	
  controles	
  (Figura 22	
  A).	
  La	
  medición	
  del	
  área	
  celular	
  durante	
  las	
  

3	
  horas	
  de	
  expansión	
  demostró	
  que	
  las	
  células	
  controles	
  alcanzaron	
  un	
  área	
  de	
  5.500	
  µm2	
  

en	
   la	
   primera	
   hora,	
   5.700	
   µm2	
   en	
   la	
   segunda	
   hora	
   y	
   7.600	
   µm2	
   en	
   la	
   tercer	
   hora	
   de	
  

expansión.	
  En	
  cambio,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL,	
  el	
  área	
  alcanzada	
  fue	
  de	
  3.500	
  µm2	
  

en	
   la	
   primera	
   hora,	
   3.800	
   µm2	
   en	
   la	
   segunda	
   hora	
   y	
   3.900	
   µm2	
   en	
   la	
   tercer	
   hora	
   de	
  

expansión.	
   Es	
   decir,	
   durante	
   la	
   primera	
   y	
   segunda	
   hora	
   de	
   expansión	
   no	
   encontramos	
  

diferencia	
  significativa	
  entre	
  el	
  área	
  de	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  tratadas	
  con	
  DhL,	
  pero	
  luego	
  

de	
  3	
  horas	
  de	
  expansión,	
  observamos	
  que	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  del	
  área	
  celular	
  del	
  

50%	
  (Figura 22	
  B).	
  	
  

De	
  igual	
  manera,	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  expansión	
  de	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  y	
  

B16-­‐F10	
  sobre	
  FN.	
  El	
  tratamiento	
  no	
  produjo	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  la	
  expansión	
  de	
  

las	
   células	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   durante	
   la	
   primera	
   y	
   segunda	
   hora	
   de	
   expansión,	
   pero	
   si	
  

observamos	
   una	
   disminución	
   del	
   área	
   celular	
   en	
   la	
   tercera	
   hora	
   de	
   expansión.	
   La	
  

cuantificación	
  del	
  área	
  celular	
  demostró	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  expansión	
  a	
  las	
  3	
  horas	
  de	
  

incubación	
  fue	
  de	
  54%	
  en	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  y	
  84%	
  en	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  (Figura 22	
  B).	
  	
  

Este	
   resultado	
   indica	
   que	
   DhL	
   produce	
   un	
   defecto	
   en	
   la	
   expansión	
   de	
   las	
   células	
  

HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  sobre	
  FN.	
  	
  	
  

Concentración	
  de	
  vinculina	
  	
  

Para	
  que	
  la	
  célula	
  se	
  expanda	
  sobre	
  FN	
  necesita	
  de	
  la	
  formación	
  y	
  maduración	
  de	
  las	
  

AFs	
   y	
   la	
   vinculina	
   es	
  una	
  proteína	
   clave	
  de	
   este	
  proceso.	
   Se	
  ha	
   reportado	
  que	
   las	
   células	
  

depletadas	
  de	
  vinculina	
  tienen	
  habilidad	
  reducida	
  de	
  adherirse	
  a	
  una	
  variedad	
  de	
  proteínas	
  

de	
  la	
  MEC.	
  Como	
  DhL	
  inhibe	
  la	
  expansión	
  celular,	
  nos	
  preguntamos	
  si	
  se	
  encuentra	
  afectada	
  

la	
   formación	
   de	
   las	
   AFs.	
   Por	
   eso,	
   a	
   continuación	
   analizamos	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
  

concentración	
  de	
  vinculina	
  y	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  AFs.	
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El	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  concentración	
  de	
  vinculina	
  fue	
  estudiado	
  por	
  Western	
  blot.	
  Las	
  

células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  los	
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Figura 22. DhL reduce la expansión de las células tumorales sobre FN. Las células HeLa, 
B16-F0 y B16-F10 arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL durante 24 horas. 
Luego, fueron desprendidas con EDTA/PBS, colocadas en placas recubiertas con FN e 
incubadas durante 1 hora. Transcurrido el tiempo, se eliminaron las células no adheridas a la 
placa y desde ese momento se midió el área de las células que quedaron adheridas, durante 3 
horas de incubación (tiempo de expansión). A) Imágenes en contraste de fase de las células 
HeLa adheridas a la placa con FN, durante 3 horas de expansión. Barra 50 µm. B) Área celular 
(en unidades arbitrarias), de las células HeLa, B16-F0 y B16-F10 durante tres horas de 
expansión. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=3 
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lisados	
  celulares	
  se	
  prepararon	
  en	
  buffer	
  Laemmli	
  y	
  las	
  muestras	
  fueron	
  cargadas	
  en	
  un	
  gel	
  

para	
   realizar	
   una	
   electroforesis	
   en	
   gel	
   de	
   poliacrilamida	
   con	
  dodecil	
   sulfato	
   sódico	
   (SDS-­‐

PAGE).	
  Las	
  proteínas	
  fueron	
  separadas	
  y	
  transferidas	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  nitrocelulosa.	
  La	
  

membrana	
  fue	
  bloqueada	
  con	
  leche	
  por	
  30	
  minutos,	
  e	
  incubada	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  

anti-­‐vinculina	
  y	
  anti-­‐alfa-­‐tubulina	
  (utilizado	
  como	
  control	
  de	
  carga),	
  por	
  18	
  horas	
  a	
  4	
  ºC.	
  A	
  

continuación,	
   se	
   lavó	
   varias	
   veces	
   con	
   PBS-­‐tween	
   seguido	
   de	
   la	
   incubación	
   con	
   el	
  

anticuerpo	
  secundario	
  acoplado	
  a	
   la	
  peroxidasa	
  de	
  rábano	
  (HRP),	
  por	
  2	
  horas	
  a	
  22ºC.	
  Por	
  

último,	
   la	
   detección	
   de	
   las	
   bandas	
   de	
   proteínas	
   se	
   realizó	
   por	
   reacción	
   de	
  	
  

quimioluminiscencia.	
  	
  

	
  

En	
   el	
   revelado	
   del	
   Western	
   blot	
   visualizamos	
   las	
   bandas	
   de	
   proteínas	
  

correspondientes	
  a	
  vinculina	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  115	
  kDa,	
  y	
  de	
  alfa-­‐tubulina	
  a	
  50	
  kDa	
  (proteína	
  

utilizada	
   como	
   control	
   de	
   carga).	
   En	
   las	
   bandas	
   de	
   vinculina	
   evidenciamos	
   que	
   el	
  

tratamiento	
  con	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  concentración	
  de	
  la	
  proteína	
  (Figura 23	
  

A).	
  La	
  cuantificación	
  de	
  la	
  densidad	
  óptica	
  de	
  las	
  bandas	
  reveló	
  que	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  

con	
  DhL	
  se	
  produjo	
  una	
  reducción	
  del	
  28%	
  de	
   la	
  concentración	
  de	
  vinculina	
  (Figura 23	
  B).	
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Figura 23. DhL disminuye la concentración de vinculina en las células HeLa. Las células 
HeLa arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. Luego, con el 
lisado celular se realizó el Western blot y la identificación de la banda de vinculina con el 
anticuerpo específico. Se utilizó el anticuerpo anti-alfa-tubulina como control de carga. A) 
Imágenes del revelado del Western blot realizado con los anticuerpos anti-vinculina y anti-alfa-
tubulina. B) Con el programa Image J se midió la densidad óptica de las bandas y se calculó la 
relación entre vinculina y tubulina. Promedio ± SEM, * diferencia significativa respecto al 
control, p<0,05 n=3 
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Por	
  lo	
  tanto,	
  consideramos	
  que	
  DhL	
  afecta	
  la	
  expresión	
  de	
  vinculina,	
  la	
  cual	
  es	
  una	
  proteína	
  

esencial	
  para	
  la	
  maduración	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  la	
  expansión	
  celular.	
  	
  

	
  
Figura 24. DhL disminuye la cantidad y el tamaño de las adhesiones focales en las 
células HeLa y B16-F10. Las células HeLa y B16-F10 arrestadas con HU, fueron 
tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. Luego, fueron desprendidas con EDTA/PBS e 
incubadas en placas recubiertas con FN durante 1 hora. Transcurrido el tiempo, se 
eliminaron las células no adheridas y se incubaron durante 3 horas para permitir la 
expansión celular. A continuación, las células fueron fijadas, permeabilizadas y teñidas 
con el anticuerpo fluorescente anti-vinculina-FITC. A) Imágenes de fluorescencia de las 
células HeLa y B16-F10, controles y tratadas con DhL, luego de 3 horas de expansión. El 
recuadro blanco indica el área ampliada. Barra 50 µm. La fluorescencia verde marca la 
vinculina soluble y la presente en las adhesiones focales. B) Cantidad y área de las 
adhesiones focales de la periferia de las células HeLa y B16-F10. Promedio ± SEM, * 
diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=3 
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Número	
  y	
  tamaño	
  de	
  las	
  adhesiones	
  focales	
  

Vinculina	
  es	
  una	
  proteína	
  que	
  forma	
  parte	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  comúnmente	
  se	
  la	
  utiliza	
  para	
  

visualizar	
  estas	
  estructuras	
  por	
   inmunofluorescencia.	
  Con	
  el	
   fin	
  de	
   investigar	
  el	
  efecto	
  de	
  

DhL	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  AFs,	
  analizamos	
  la	
  distribución	
  celular	
  de	
  vinculina	
  mediante	
  la	
  

tinción	
  con	
  un	
  anticuerpo	
  fluorescente.	
  	
  

Las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  fueron	
  tratadas	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  

horas.	
  Luego	
  desprendimos	
   las	
  células	
  con	
  EDTA/PBS	
  y	
   las	
   incubamos	
  durante	
  1	
  hora	
  en	
  

placas	
  recubiertas	
  con	
  FN	
  para	
  permitir	
  su	
  adhesión.	
  Posteriormente,	
  retiramos	
  las	
  células	
  

no	
  adheridas	
  y	
  continuamos	
   la	
   incubación	
  de	
   las	
  células	
  adheridas	
  a	
   la	
  placa	
  por	
  3	
  horas	
  

para	
   permitir	
   la	
   expansión	
   celular.	
   Luego	
   de	
   tres	
   horas	
   de	
   expansión,	
   las	
   células	
   fueron	
  

fijadas	
   y	
   se	
   realizó	
   la	
   tinción	
   de	
   las	
   AFs	
   con	
   el	
   anticuerpo	
   fluorescente	
   específico	
   para	
  

vinculina.	
  Por	
  último,	
  en	
  el	
  microscopio	
  de	
  fluorescencia,	
  analizamos	
  la	
  cantidad	
  y	
  tamaño	
  

de	
  las	
  AFs.	
  	
  

En	
   las	
   células	
   HeLa,	
   luego	
   de	
   3	
   horas	
   de	
   expansión	
   sobre	
   FN,	
   la	
   tinción	
   con	
   el	
  

anticuerpo	
   anti-­‐vinculina-­‐FITC	
   demostró	
   en	
   la	
   periferia	
   celular,	
   la	
   formación	
   de	
   AFs	
   de	
  

aspecto	
   alargado.	
   En	
   las	
   células	
   controles	
   las	
   AFs	
   se	
   presentaron	
   en	
   mayor	
   cantidad	
   y	
  

tamaño	
  que	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  (Figura 24	
  A).	
  Se	
  observaron	
  19	
  AFs/célula	
  en	
  las	
  

células	
  controles	
  y	
  6	
  AFs/célula	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL.	
  En	
  cuanto	
  al	
  tamaño	
  de	
  las	
  

AFs,	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  estas	
  presentaron	
  un	
  área	
  de	
  16	
  µm2	
  	
  y	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  

con	
  DhL,	
  7	
  µm2	
  (Figura 24	
  B).	
  

El	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   el	
   número	
   y	
   tamaño	
   de	
   las	
   AFs	
   también	
   fue	
   analizado	
   en	
   las	
  

células	
   B16-­‐F10.	
   En	
   estas,	
   observamos	
   la	
   formación	
   de	
   AFs	
   de	
   aspecto	
   alargado	
   en	
   la	
  

periferia	
   de	
   las	
   células	
   controles,	
   en	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL,	
   las	
   AFs	
   se	
  

presentaron	
  tanto	
  en	
  la	
  periferia	
  como	
  en	
  la	
  zona	
  más	
  interna	
  de	
  la	
  células	
  y	
  su	
  aspecto	
  fue	
  

redondeado.	
  Considerando	
  que	
  solo	
  se	
  contaron	
  las	
  AFs	
  presentes	
  en	
  la	
  periferia	
  celular,	
  en	
  

las	
   células	
   controles	
   se	
   observó	
  una	
   cantidad	
  de	
  22	
  AFs/célula,	
   en	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
  

tratadas	
   con	
   DhL	
   se	
   encontraron	
   14	
   AFs/célula.	
   En	
   cuanto	
   al	
   tamaño	
   de	
   las	
   AFs,	
   en	
   las	
  

células	
  controles	
  estas	
  fueron	
  de	
  4	
  µm2	
  y	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  de	
  1,9	
  µm2	
  (Figura 

24	
   A	
   y	
   B).	
   El	
   marcado	
   cambio	
   en	
   el	
   aspecto	
   de	
   las	
   AFs	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
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especulamos	
   que	
   se	
   debe	
   a	
   una	
   falta	
   de	
   maduración	
   de	
   estas	
   estructuras,	
   teniendo	
   en	
  

cuenta	
  que	
  la	
  expansión	
  de	
  las	
  células	
  también	
  se	
  mostró	
  gravemente	
  afectada.	
  	
  

Estos	
  resultados	
  evidenciaron	
  que	
  DhL	
  disminuye	
  el	
  número	
  y	
  tamaño	
  de	
  las	
  AFs	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F10.	
  

	
  

Conclusión	
  

La	
  interacción	
  entre	
  las	
  células	
  tumorales	
  y	
  la	
  MEC	
  es	
  compleja.	
  La	
  adherencia	
  de	
  las	
  

células	
   tumorales	
   a	
   las	
   fibras	
   de	
   la	
   MEC	
   puede	
   desencadenar	
   señales	
   que	
   favorecen	
   la	
  

migración	
  celular,	
  el	
  cual	
  es	
  un	
  paso	
  crucial	
  en	
  la	
  metástasis.	
  En	
  esta	
  sección,	
  analizamos	
  el	
  

efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  sobre	
  un	
  sustrato	
  de	
  FN,	
  

y	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  AFs.	
  Encontramos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  inhibió	
  la	
  adhesión	
  y	
  

expansión	
  de	
   las	
   células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
   sobre	
  FN.	
  Además,	
   nuestros	
   resultados	
  

evidenciaron	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   disminuye	
   la	
   concentración	
   de	
   vinculina,	
   y	
   el	
  

número	
   y	
   tamaño	
   de	
   las	
   AFs.	
   Estos	
   cambios	
   probablemente	
   contribuyen	
   a	
   disminuir	
   la	
  

motilidad	
  celular.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  consideramos	
  que	
  DhL	
  es	
  efectiva	
  en	
  un	
  importante	
  blanco	
  

de	
  la	
  terapia	
  antimetastásica,	
  como	
  es	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  la	
  MEC.	
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SECCIÓN	
  3:	
  Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  capacidad	
  invasiva	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  	
  

La	
  invasión	
  tumoral	
  es	
  un	
  evento	
  destacado	
  del	
  proceso	
  metastásico,	
  que	
  transforma	
  

el	
  crecimiento	
   localizado	
  de	
  un	
   tumor	
  en	
  una	
  afección	
  sistémica.	
  Los	
  pasos	
   iniciales	
  de	
   la	
  

invasión	
   local	
   incluyen	
   la	
   activación	
  en	
   las	
   células	
   tumorales,	
  de	
  vías	
  de	
   señalización	
  que	
  

controlan	
   la	
   dinámica	
   del	
   citoesqueleto	
   y	
   el	
   recambio	
   de	
   las	
   adhesiones	
   células-­‐matriz	
   y	
  

célula-­‐célula,	
  dando	
  lugar	
  a	
  una	
  activa	
  migración	
  a	
  los	
  tejidos	
  adyacentes	
  [127].	
  

El	
   microambiente	
   local	
   o	
   nicho	
   que	
   rodea	
   a	
   la	
   célula	
   tumoral,	
   juega	
   roles	
  

importantes	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  cáncer.	
  El	
  principal	
  componente	
  de	
  este	
  nicho	
  es	
  la	
  MEC,	
  la	
  

cual	
  forma	
  parte	
  del	
  ambiente	
  que	
  circunda	
  a	
  la	
  célula	
  e	
  influencia	
  su	
  funcionamiento	
  [128].	
  

Las	
  células	
  tumorales	
  adquieren	
  la	
  habilidad	
  de	
  atravesar	
  la	
  MEC	
  mediante	
  la	
  expresión	
  de	
  

las	
   enzimas	
   MMPs	
   [45].	
   El	
   grado	
   de	
   sobreexpresión	
   de	
   ciertas	
   MMPs	
   se	
   ha	
   visto	
  

correlacionado	
  con	
  el	
   estadío	
  del	
   cáncer	
  y	
   su	
  pronóstico.	
  Las	
  MMPs	
   -­‐2	
  y	
   -­‐9	
  presentan	
  un	
  

peso	
   molecular	
   de	
   72	
   y	
   92	
   kDa	
   respectivamente	
   y	
   se	
   consideran	
   efectoras	
   clave	
   en	
   el	
  

proceso	
  metastásico,	
  porque	
  promueven	
  la	
  invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

degradación	
   del	
   colágeno	
   tipo	
   IV.	
   Por	
   consiguiente,	
   se	
   considera	
   que	
   la	
   inhibición	
   de	
   las	
  

MMPs	
  podría	
  ser	
  una	
  estrategia	
  efectiva	
  para	
  el	
  tratamiento	
  del	
  cáncer	
  [44],	
  [48].	
  	
  

Entre	
   las	
  vías	
  de	
   señalización	
  que	
   favorecen	
   la	
   invasión	
   tumoral	
   se	
  encuentran	
   las	
  

que	
   convergen	
  en	
   las	
  proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
   (MAPKs),	
  que	
   incluyen	
  

las	
   subfamilias	
   ERK½	
   ,	
   quinasa	
   c-­‐Jun	
   N-­‐terminal	
   (JNK)	
   y	
   p38	
   [129].	
   Estas	
   proteínas	
   son	
  

serina/treonina	
  quinasas	
  con	
  importantes	
  roles	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  fenotipo	
  tumoral,	
  y	
  se	
  

presentan	
   desreguladas	
   en	
   aproximadamente	
   un	
   tercio	
   de	
   los	
   tumores	
   humanos.	
   Estas	
  

quinasas	
   son	
   activadas	
   por	
   fosforilación	
   debido	
   a	
   numerosas	
   señales	
   extracelulares	
  

provenientes	
   de	
   factores	
   de	
   crecimiento,	
   sustancias	
   quimiotácticas,	
   interleuquinas	
   y	
  

factores	
  de	
  estrés	
  ambiental	
  [130],	
  [131].	
  	
  

ERK½	
   tiene	
   la	
   capacidad	
  de	
   estimular	
   la	
   fosforilación	
  de	
  miosina,	
   la	
   asociación	
  de	
  

paxilina	
   y	
   FAK,	
   la	
   activación	
   de	
   calpaína	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
  MMPs,	
   y	
   en	
   consecuencia,	
   da	
  

lugar	
  a	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana,	
  la	
  renovación	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  la	
  degradación	
  de	
  la	
  MEC.	
  

JNK	
  es	
  otra	
  MAPKs	
  que	
   tiene	
  como	
  sustrato	
  proteínas	
  que	
   favorecen	
   la	
  renovación	
  de	
   las	
  

AFs,	
  y	
  la	
  dinámica	
  de	
  la	
  actina	
  y	
  los	
  microtúbulos.	
  Por	
  último,	
  se	
  encuentra	
  p38	
  que	
  también	
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favorece	
  la	
  migración	
  e	
  invasión	
  celular	
  al	
  estimular	
  proteínas	
  como	
  paxilina,	
  la	
  proteína	
  de	
  

golpe	
   de	
   calor	
   pequeña	
   27	
   (Hsp-­‐27)	
   y	
   caldesmon,	
   que	
   actúan	
   sobre	
   las	
   AFs	
   y	
   el	
  

citoesqueleto	
   [132].	
   Además,	
   p38	
   también	
   modula	
   la	
   actividad	
   de	
   MMP-­‐2	
   y	
   MMP-­‐9,	
   las	
  

cuales	
  son	
  enzimas	
  claves	
  del	
  proceso	
  invasivo	
  [133].	
  

	
  

En	
  este	
  trabajo,	
  nos	
  preguntamos	
  si	
  DhL	
  tiene	
  efecto	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  invasión	
  de	
  las	
  

células	
   tumorales.	
  Para	
  contestar	
  esta	
  pregunta	
  desarrollamos	
  una	
  serie	
  de	
  experimentos	
  

con	
   líneas	
   celulares	
   de	
   distinta	
   capacidad	
   metastásica.	
   En	
   primer	
   lugar,	
   evaluamos	
   la	
  

invasión	
   celular	
   mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   cámaras	
   transwell	
   con	
   matrigel.	
   Luego,	
  

estudiamos	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
  MMPs	
   que	
   las	
   células	
   liberan	
   al	
  medio	
   extracelular	
   con	
   la	
  

técnica	
  de	
  zimografía.	
  Por	
  último,	
  analizamos	
   la	
  activación	
  de	
  ERK½,	
  JNK	
  y	
  p38	
  mediante	
  

Western	
  blot.	
  

	
  

Resultados	
  	
  

Invasión	
  celular	
  

La	
   invasión	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   es	
   típicamente	
   evaluada	
   in	
   vitro	
   mediante	
   el	
  

ensayo	
  de	
  invasión	
  en	
  cámaras	
  transwell	
  con	
  matrigel.	
  El	
  matrigel,	
  es	
  un	
  extracto	
  derivado	
  

de	
  un	
  tumor	
  de	
  ratón,	
  rico	
  en	
  laminina	
  y	
  colágeno	
  tipo	
  IV,	
  y	
  es	
  utilizado	
  como	
  un	
  sustituto	
  

de	
  tejido	
  para	
  investigar	
  una	
  variedad	
  de	
  comportamientos	
  celulares,	
   incluida	
  la	
   invasión.	
  

En	
  el	
  ensayo	
  de	
  invasión,	
  una	
  fina	
  capa	
  de	
  matrigel	
  recubre	
  una	
  membrana	
  porosa	
  ubicada	
  

en	
   la	
   base	
   de	
   la	
   cámara	
   transwell.	
   Así,	
   el	
   sembrado	
   de	
   las	
   células	
   en	
   la	
   cámara	
   superior	
  

permite	
  analizar	
  la	
  capacidad	
  de	
  las	
  mismas	
  de	
  invadir	
  el	
  matrigel	
  y	
  atravesar	
  la	
  membrana	
  

para	
   llegar	
   a	
   la	
   cámara	
   inferior	
   que	
   contiene	
   10%	
   SFB	
   como	
   quimioatractante.	
   Para	
  

examinar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  invasión	
  celular,	
  desarrollamos	
  este	
  ensayo,	
  con	
  líneas	
  de	
  

células	
  tumorales	
  de	
  distinta	
  capacidad	
  metastásica:	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐

MB-­‐231.	
  Las	
  células	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  derivan	
  ambas,	
  de	
  un	
  adenocarcinoma	
  mamario	
  

humano,	
  pero	
   las	
  MCF-­‐7	
  presentan	
  baja	
  capacidad	
   invasiva	
  en	
  comparación	
  con	
   las	
  MDA-­‐

MB-­‐231,	
  las	
  cuales	
  son	
  más	
  invasivas	
  y	
  resistentes	
  a	
  las	
  drogas	
  [134].	
  Las	
  células	
  B16-­‐F0	
  y	
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B16-­‐F10	
   provienen	
   de	
   un	
   melanoma	
   de	
   ratón	
   C57BL/6.	
   Las	
   células	
   B16-­‐F0	
   son	
   menos	
  

invasivas	
  que	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  [135].	
  

Para	
  el	
  ensayo	
  de	
  invasión	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  

fueron	
  cultivadas	
  con	
  10%	
  SFB	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia	
  y	
  posteriormente,	
   incubadas	
  

con	
  medio	
   de	
   cultivo	
   sin	
   suero	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
  desprendidas	
   con	
  

tripsina,	
  sembradas	
  en	
  cámaras	
  transwell	
  recubiertas	
  con	
  matrigel	
  e	
  incubadas	
  por	
  1	
  hora	
  

para	
   permitir	
   la	
   adhesión	
   celular.	
   A	
   continuación,	
   las	
   células	
   fueron	
   arrestadas	
   con	
  HU	
  y	
  

tratadas	
   con	
  0	
   ó	
   20	
  µM	
  DhL	
  por	
   24	
  horas.	
   Posteriormente,	
   se	
   eliminaron	
   las	
   células	
   que	
  

quedaron	
   en	
   la	
   cámara	
   superior	
   del	
  matrigel	
   (células	
   que	
   no	
  migraron)	
   y	
   se	
   tiñeron	
   con	
  

cristal	
   violeta	
   las	
   células	
   ubicadas	
   en	
   la	
   cámara	
   inferior	
   (células	
   que	
   migraron).	
   Para	
  

terminar,	
  las	
  células	
  fueron	
  visualizadas	
  en	
  un	
  microscopio	
  óptico	
  con	
  objetivo	
  20x.	
  	
  

El	
   análisis	
   de	
   la	
   invasión	
   del	
   matrigel	
   demostró	
   claramente	
   la	
   diferencia	
   en	
   la	
  

capacidad	
   invasiva	
   que	
   poseen	
   las	
   distintas	
   líneas	
   celulares	
   que	
   utilizamos	
   para	
   este	
  

experimento.	
  Así,	
   las	
   células	
   con	
   características	
  más	
   invasivas,	
   como	
   son	
   las	
   células	
  B16-­‐

F10	
  y	
  las	
  MDA-­‐231	
  fueron	
  las	
  que	
  penetraron	
  el	
  matrigel	
  en	
  mayor	
  número	
  (Figura 25	
  A).	
  

El	
  recuento	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  que	
  atravesaron	
  el	
  matrigel	
  demostró	
  que	
  las	
  células	
  

controles	
   invadieron	
  el	
  matrigel	
  con	
   facilidad,	
  encontrándose	
  39	
  células/c.	
  En	
  cambio,	
   las	
  

células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   mostraron	
   una	
   menor	
   habilidad	
   de	
   penetrar	
   los	
   transwell	
   y	
  

solamente	
  invadieron	
  20	
  células/c	
  (Figura 25	
  B).	
  	
  

En	
   las	
   células	
   controles	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10,	
   encontramos	
   que	
   invadieron	
   48	
   y	
   72	
  

células/c	
  respectivamente,	
  en	
  cambio	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  redujo	
  el	
  proceso	
  invasivo	
  a	
  

22	
   células/c	
   en	
   las	
  B16-­‐F0	
  y	
  43	
   células/c	
   en	
   las	
  B16-­‐F10	
   (Figura 25	
   B).	
   Con	
   las	
   células	
  de	
  

cáncer	
  de	
  mama,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  obtuvimos	
  un	
  resultado	
  similar.	
  En	
   los	
   controles	
  

invadieron	
  35	
  y	
  57	
  células/c,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231,	
  respectivamente,	
  y	
  el	
  tratamiento	
  con	
  

DhL	
   redujo	
   la	
   invasión	
   a	
   18	
   células/c	
   en	
   las	
   MCF-­‐7	
   y	
   28	
   células/c	
   en	
   las	
   MDA-­‐MB-­‐231	
  

(Figura 25	
  B).	
  	
  

Por	
  lo	
  tanto,	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  redujo	
  la	
  habilidad	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  de	
  

penetrar	
  el	
  matrigel.	
  La	
  inhibición	
  en	
  la	
  invasión	
  celular	
  fue	
  de	
  49%	
  en	
  HeLa,	
  55%	
  en	
  B16-­‐

F0,	
   41%	
   en	
   B16-­‐F10,	
   48%	
   en	
   MCF-­‐7	
   y	
   51%	
   en	
   MDA-­‐MB-­‐231.	
   Si	
   bien	
   el	
   porcentaje	
   de	
  

inhibición	
   de	
   la	
   invasión	
   no	
   fue	
   muy	
   diferente	
   entre	
   las	
   líneas	
   celulares	
   utilizadas,	
   este	
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resultado	
  claramente	
  demostró	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  significativamente	
  el	
  proceso	
  de	
  invasión	
  de	
  

todas	
  las	
  células	
  tumorales	
  analizadas.	
  	
  

	
  
	
  

Debido	
  a	
  que	
  el	
  proceso	
  de	
   invasión	
   requiere	
  de	
   la	
  degradación	
  de	
   la	
  MEC	
  por	
   las	
  

células	
  tumorales,	
  a	
  continuación	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  

liberadas	
  al	
  medio	
  extracelular	
  por	
  las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F0.	
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Figura 25. DhL inhibe el proceso de invasión en las células tumorales. Las células 
HeLa, B16-F0, B16-F10, MCF-7 y MDA-MB-231, fueron sembradas en placas transwell 
recubiertas con matrigel, arrestadas con HU y tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. 
A) Las células que atravesaron el matrigel fueron teñidas con cristal violeta y 
fotografiadas con un microscopio óptico (objetivo 20x). Barra 50 µm. B) Número de 
células/c observadas. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, 
p<0,05 n=3 
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Actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  

	
   Para	
  estudiar	
  si	
  DhL	
  tiene	
  efecto	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  utilizamos	
  la	
  técnica	
  

de	
  zimografía.	
  Este	
  es	
  un	
  método	
  sensible	
  y	
  cuantificable	
  que	
  permite	
  el	
  análisis	
  funcional	
  

de	
  las	
  enzimas	
  degradativas	
  según	
  su	
  peso	
  molecular.	
  	
  

	
   La	
   zimografía	
   se	
   basa	
   en	
   una	
   SDS-­‐PAGE,	
   que	
   contiene	
   el	
   sustrato	
   (gelatina)	
  

copolimerizado	
   en	
   la	
  matriz	
   del	
   gel	
   de	
   poliacrilamida,	
   al	
   que	
   se	
   le	
   carga	
   la	
  muestra	
   y	
   se	
  

hacen	
  correr	
  las	
  proteínas	
  a	
  analizar.	
  Las	
  muestras	
  son	
  preparadas	
  de	
  la	
  misma	
  manera	
  que	
  

para	
   una	
   SDS-­‐PAGE	
   estándar,	
   pero	
   se	
   realiza	
   bajo	
   condiciones	
   no	
   desnaturalizantes	
   (en	
  

ausencia	
   de	
   ß-­‐mercapto-­‐etanol	
   y	
   calor).	
   La	
   corrida	
   electroforética	
   es	
   seguida	
   por	
   la	
  

incubación	
  del	
  gel	
  en	
  un	
  buffer	
  de	
  activación	
  apropiado,	
  en	
  el	
  cual	
  las	
  enzimas	
  recuperan	
  su	
  

forma	
   nativa	
   y	
   actúan	
   sobre	
   la	
   gelatina.	
   Luego,	
   mediante	
   la	
   tinción	
   del	
   gel	
   con	
   azul	
   de	
  

Coomasie,	
   las	
   áreas	
   de	
   digestión	
   pueden	
   ser	
   distinguidas	
   porque	
   aparecen	
   como	
   bandas	
  

claras	
  en	
  un	
  fondo	
  azul	
  oscuro.	
  	
  

Para	
   realizar	
   esta	
   técnica,	
   las	
   células	
   HeLa	
   y	
   B16-­‐F0	
   fueron	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   y	
  

tratadas	
   con	
   0	
   ó	
   20	
   µM	
  DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   se	
   recuperó	
   el	
   medio	
   de	
   cultivo	
   y	
   se	
  

cargaron	
  volúmenes	
  iguales	
  en	
  un	
  gel	
  al	
  8%	
  poliacrilamida	
  con	
  1%	
  gelatina.	
  Realizamos	
  la	
  

electroforesis	
   en	
   condiciones	
   reductoras,	
   no	
   desnaturalizantes,	
   lo	
   que	
   permitió	
   la	
  

separación	
   de	
   las	
   enzimas	
   según	
   su	
   peso	
  molecular.	
   Luego,	
   el	
   SDS	
   fue	
   eliminado	
   del	
   gel	
  

mediante	
   lavados	
   con	
   Tritón	
   X-­‐100.	
   Posteriormente,	
   el	
   gel	
   fue	
   incubado	
   en	
   un	
   buffer	
  

renaturalizante	
   por	
   48	
   horas	
   y	
   por	
   último,	
   la	
   tinción	
   del	
   gel	
   con	
   azul	
   de	
   Coomasie	
   nos	
  

permitió	
  evidenciar	
  la	
  acción	
  gelatinolítica	
  de	
  las	
  enzimas.	
  	
  

En	
  el	
  gel	
  correspondiente	
  a	
  las	
  muestras	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  observamos	
  una	
  serie	
  

de	
  bandas	
  de	
  digestión	
  a	
   la	
  altura	
  de	
  100,	
  92,	
  72	
  y	
  62	
  kDa.	
  Luego	
  de	
   fotografiar	
  el	
  gel,	
  el	
  

análisis	
  de	
  la	
  densidad	
  óptica	
  de	
  las	
  bandas	
  demostró	
  que	
  DhL	
  efectivamente	
  disminuyó	
  la	
  

digestión	
  de	
   la	
   gelatina	
   (Figura 26	
   A).	
   Si	
   consideramos	
  que	
   las	
  bandas	
  de	
  digestión	
  que	
   se	
  

encuentran	
   a	
   100	
   y	
   92	
   kDa	
   podrían	
   corresponder,	
   según	
   su	
  movilidad	
   electroforética,	
   al	
  

zimógeno	
   de	
   MMP-­‐9	
   (pro-­‐MMP-­‐9)	
   y	
   a	
   la	
   MMP-­‐9	
   respectivamente,	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
  

digestión	
  de	
  la	
  gelatina	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  sería	
  del	
  14%	
  (Figura 26	
  A	
  y	
  B).	
  En	
  base	
  a	
  

un	
  análisis	
  similar,	
  las	
  bandas	
  encontradas	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  72	
  y	
  62	
  kDa	
  podrían	
  corresponder	
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a	
  la	
  pro-­‐MMP-­‐2	
  y	
  a	
  la	
  MMP-­‐2,	
  respectivamente,	
  y	
  en	
  este	
  caso	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  digestión	
  

sería	
  del	
  15%	
  (Figura 26	
  A	
  y	
  B).	
  	
  

Por	
  otro	
   lado,	
   la	
  zimografía	
  de	
   las	
  muestras	
  correspondientes	
  a	
   las	
  células	
  B16-­‐F0,	
  

demostró	
  una	
  banda	
  de	
  digestión	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  85	
  kDa	
  en	
  las	
  células	
  controles.	
  En	
  cambio,	
  

en	
   las	
  células	
   tratadas	
  con	
  DhL	
   la	
  banda	
  de	
  digestión	
  se	
  encontraba	
  ausente,	
  por	
   lo	
   tanto	
  

consideramos	
  que	
  DhL	
  anuló	
  completamente	
  la	
  actividad	
  de	
  esta	
  MMP	
  (Figura 26	
  C).	
  	
  

Con	
  este	
  resultado,	
  demostramos	
  que	
  DhL	
  disminuye	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  colagenasas	
  

liberadas	
  al	
  medio	
  extracelular	
  por	
  las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F0.	
  

	
  

Debido	
  a	
  que	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  -­‐2	
  y	
  -­‐9	
  es	
  regulada	
  por	
  las	
  MAPKs,	
  y	
  además	
  

estas	
  quinasas	
  juegan	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  migración	
  e	
  invasión	
  celular,	
  a	
  

continuación	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  ERK½,	
  JNK	
  y	
  p38.	
  	
  

Activación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  	
  

Para	
  determinar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  estudiamos	
  mediante	
  

Western	
  blot	
  la	
  concentración	
  de	
  las	
  proteínas	
  ERK½,	
  JNK	
  y	
  p38,	
  y	
  sus	
  respectivas	
  formas	
  

fosforiladas.	
  	
  

Las	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  	
  

Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
   recolectadas	
  en	
  buffer	
  de	
   lisis	
   con	
   inhibidores	
  de	
  proteasas	
  y	
  el	
  

lisado	
   celular	
   se	
   preparó	
   con	
   buffer	
   Laemmli.	
   Las	
   proteínas	
   fueron	
   separadas	
   mediante	
  

SDS-­‐PAGE	
  y	
  transferidas	
  a	
  una	
  membrana	
  de	
  nitrocelulosa.	
  La	
  membrana	
  fue	
  incubada	
  con	
  

el	
   anticuerpo	
   para	
   la	
   proteína	
   fosforilada	
   ERK½,	
   por	
   18	
   horas	
   a	
   4ºC,	
   seguido	
   por	
   la	
  

incubación	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  secundario	
  marcado	
  con	
  HRP.	
  Posteriormente,	
  las	
  bandas	
  de	
  

proteínas	
  fueron	
  reveladas	
  por	
  reacción	
  de	
  quimioluminiscencia.	
  A	
  continuación,	
  la	
  misma	
  

membrana	
  se	
  incubó	
  con	
  una	
  solución	
  de	
  leche	
  para	
  bloquear	
  las	
  uniones	
  inespecíficas	
  del	
  

anticuerpo,	
   y	
   el	
   proceso	
   de	
   incubación	
   y	
   revelado	
   se	
   repitió	
   con	
   el	
   anticuerpo	
   contra	
   la	
  

proteína	
   total	
   de	
  ERK½.	
  El	
  Western	
  blot	
   se	
   realizó	
  de	
   la	
  misma	
  manera	
  para	
   evaluar	
   los	
  

niveles	
  de	
  activación	
  de	
  JNK	
  y	
  p38.	
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Figura 26. DhL inhibe la actividad de las MMPs en las células HeLa y B16-F0. Las 
células HeLa y B16-F0 arrestadas con HU, fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 
horas. Luego, se recuperó el medio de cultivo y se realizó la zimografía. A y C) Las 
bandas claras corresponden a la actividad gelatinolítica de las proteínas separadas 
según su movilidad electroforética. Se utilizó la enzima colagenasa (68 kDa) como 
control de actividad gelatinolítica. A la izquierda se indica el marcador de peso 
molecular. B) Cuantificación de la densidad óptica de las bandas de digestión de 
gelatina. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=3 
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Como	
   resultado	
   del	
   revelado	
   del	
   Western	
   blot	
   para	
   ERK½	
   total	
   y	
   su	
   forma	
  

fosforilada	
  (p-­‐ERK½)	
  ,	
  observamos	
  una	
  doble	
  banda	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  42	
  kDa,	
  en	
  las	
  cuales	
  se	
  

determinó	
   la	
   densidad	
   óptica.	
   La	
   relación	
   entre	
   p-­‐ERK½	
   y	
   ERK½	
   total	
   mostró	
   una	
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Figura 27. DhL disminuye la actividad de ERK½ y p38, pero no afecta la de JNK. 
Las células HeLa arrestadas con HU fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. 
Luego, con el lisado celular se realizó el Western blot y la identificación de las bandas 
de p-ERK½, ERK½, p-JNK, JNK, p-p38 y p38 con los anticuerpos específicos. A) 
Imágenes del revelado del Western blot realizado para la identificación de ERK½, JNK y 
p38, y sus respectivas formas fosforiladas. B) Con el programa Image J se midió la 
densidad óptica de las bandas y se calculó la relación entre p-ERK½/ERK½, pJNK/JNK 
y p-p38/p38. Promedio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=2	
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significativa	
   reducción	
   (45%)	
  por	
   el	
   tratamiento	
   con	
  DhL,	
   lo	
   que	
   sugiere	
  una	
   importante	
  

inhibición	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  (Figura 27).	
  	
  

El	
  mismo	
   análisis	
   se	
   realizó	
   con	
   el	
  Western	
   blot	
   para	
   las	
   proteínas	
   JNK	
   y	
   p38.	
   La	
  

relación	
   de	
   la	
   densidad	
   óptica	
   de	
   las	
   bandas	
   de	
   proteínas	
   correspondientes	
   a	
   JNK	
   y	
   su	
  

forma	
  fosforilada	
  (p-­‐JNK)	
  no	
  mostró	
  diferencia	
  significativa	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL.	
  En	
  

cambio,	
  la	
  relación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  p38	
  y	
  su	
  forma	
  fosforilada	
  (p-­‐p38)	
  demostró	
  que	
  DhL	
  

produce	
  una	
  leve	
  reducción	
  (7%)	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  esta	
  quinasa	
  (Figura 27).	
  	
  

Debido	
  a	
  este	
  resultado,	
  consideramos	
  que	
  DhL	
  no	
  afecta	
  la	
  activación	
  de	
  JNK,	
  pero	
  

si	
  disminuye	
  levemente	
  la	
  activación	
  de	
  p38	
  y	
  en	
  gran	
  medida	
  la	
  de	
  ERK½.	
  	
  

	
  

Conclusión	
  

En	
  esta	
  sección	
  hemos	
  investigado	
  acerca	
  del	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  invasión	
  

de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Para	
   esto,	
   desarrollamos	
   experimentos	
   que	
   nos	
   permitieron	
  

analizar	
  la	
  capacidad	
  de	
  las	
  células	
  de	
  invadir	
  una	
  matriz	
  tisular,	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  y	
  

la	
  activación	
  de	
  las	
  MAPKs.	
  

El	
  ensayo	
  de	
   invasión	
  en	
  cámaras	
  transwell	
  recubiertas	
  con	
  matrigel	
  evidenció	
  que	
  

DhL	
  tiene	
  efecto	
   inhibitorio	
  de	
   la	
  capacidad	
   invasiva	
  de	
   las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F0,	
  

MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐MB-­‐231.	
  La	
  reducción	
  de	
  la	
  invasión	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  fue	
  marcada	
  

(cercana	
  al	
  50%),	
  inclusive	
  en	
  aquellas	
  líneas	
  celulares	
  de	
  alta	
  capacidad	
  metastásica	
  como	
  

son	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  y	
  las	
  células	
  MDA-­‐MB-­‐231.	
  	
  

En	
   el	
   proceso	
   de	
   invasión,	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
   MMPs	
   juega	
   un	
   papel	
   crucial	
   al	
  

degradar	
   la	
   MEC.	
   Mediante	
   la	
   técnica	
   de	
   zimografía	
   evaluamos	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
  

actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  que	
  las	
  células	
  liberan	
  al	
  medio	
  extracelular.	
  Así,	
  descubrimos	
  que	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa,	
  DhL	
  reduce	
  la	
  actividad	
  gelatinolítica	
  de	
  las	
  enzimas	
  que	
  poseen	
  movilidad	
  

electroforética	
   similar	
   a	
   las	
   MMPs	
   -­‐2	
   y	
   -­‐9,	
   las	
   cuales	
   son	
   enzimas	
   que	
   suelen	
   estar	
  

sobreexpresadas	
  en	
   los	
  tumores	
  metastásicos.	
  De	
   la	
  misma	
  manera,	
  en	
   las	
  células	
  B16-­‐F0	
  

DhL	
   inhibió	
   completamente	
   la	
   actividad	
   de	
   la	
   MMP	
   que	
   posee	
   un	
   peso	
   molecular	
  

aproximado	
  de	
  85	
  kDa.	
  	
  

Por	
   último,	
   evaluamos	
  mediante	
  Western	
   blot	
   la	
   activación	
   de	
   las	
  MAPKs,	
   ERK½,	
  

JNK	
  y	
  p38,	
  las	
  cuales	
  estimulan	
  la	
  migración	
  e	
  invasión	
  y	
  suelen	
  estar	
  desreguladas	
  en	
  los	
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tumores.	
  El	
  estudio	
  del	
  efecto	
  de	
  DhL	
  sobre	
  estas	
  proteínas	
  demostró	
  que	
  el	
  tratamiento	
  no	
  

afecta	
  la	
  activación	
  de	
  JNK,	
  pero	
  produce	
  una	
  leve	
  disminución	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  p38	
  y	
  una	
  

marcada	
  inhibición	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK½.	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   en	
   esta	
   sección	
   hemos	
   abarcado	
   tres	
   procesos	
   importantes	
   de	
   la	
  

invasión	
  tumoral	
  al	
  analizar	
   la	
  capacidad	
  de	
   las	
  células	
   tumorales	
  de	
  penetrar	
  una	
  matriz	
  

tisular,	
   la	
  actividad	
  de	
   las	
  colagenasas	
  que	
  degradan	
   la	
  MEC	
  y	
   la	
  activación	
  de	
   las	
  MAPKs	
  

que	
  regulan	
  procesos	
  relacionados	
  con	
  la	
  metástasis.	
  Nuestros	
  resultados	
  indican	
  que	
  DhL	
  

inhibe	
  varios	
  procesos	
  que	
  estimulan	
   la	
   invasión	
  celular	
  y	
  por	
   lo	
   tanto	
  consideramos	
  que	
  

este	
  compuesto	
  posee	
  potencial	
  antimetastásico.	
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SECCIÓN	
  4:	
  Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  motilidad	
  y	
  morfología	
  celular,	
  y	
  en	
  las	
  
proteínas	
  que	
  conforman	
  el	
  citoesqueleto	
  

La	
  motilidad	
  celular	
  es	
  esencial	
  para	
  muchos	
  procesos	
  biológicos,	
  como	
  el	
  desarrollo	
  

embrionario,	
  la	
  respuesta	
  inmune,	
  y	
  el	
  cierre	
  de	
  heridas.	
  Es	
  un	
  proceso	
  complejo,	
  integrado,	
  

que	
  requiere	
  cambios	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  genes,	
  la	
  transducción	
  de	
  señales,	
  la	
  organización	
  

de	
   la	
   membrana	
   y	
   el	
   citoesqueleto.	
   Las	
   señales	
   que	
   participan	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
  

migración	
  celular	
  son	
  precisamente	
  controladas	
  porque	
  una	
  migración	
  inapropiada	
  puede	
  

resultar	
  en	
  condiciones	
  patológicas	
  como	
  la	
  inflamación	
  o	
  la	
  invasión	
  tumoral	
  [136].	
  	
  

La	
   migración	
   celular	
   involucra	
   un	
   ciclo	
   de	
   cuatro	
   pasos.	
   1)	
   La	
   polimerización	
   del	
  

citoesqueleto	
   de	
   actina	
   genera	
   el	
   lamelipodio	
   que	
   conduce	
   la	
   extensión	
   inicial	
   de	
   la	
  

membrana	
  plasmática	
  en	
  el	
  frente	
  celular.	
  2)	
  En	
  la	
  protrusión	
  recién	
  formada	
  se	
  generan	
  las	
  

AFs,	
  que	
  involucran	
  el	
  reclutamiento	
  de	
  proteínas	
  del	
  citoesqueleto	
  y	
  se	
  unen	
  a	
  la	
  MEC	
  para	
  

estabilizar	
  la	
  base	
  del	
  lamelipodio.	
  3)	
  La	
  red	
  contráctil	
  de	
  actina-­‐F	
  localizada	
  en	
  la	
  lamela	
  y	
  

el	
  área	
  ventral	
  de	
  la	
  célula,	
  utiliza	
  las	
  AFs	
  como	
  sitios	
  para	
  impulsar	
  el	
  cuerpo	
  celular	
  hacia	
  

delante.	
   4)	
  Por	
  último,	
   la	
   liberación	
  de	
   las	
  AFs	
   y	
   la	
   retracción	
  de	
   la	
  parte	
  posterior	
  de	
   la	
  

célula	
   completa	
   el	
   ciclo	
   migratorio,	
   que	
   permite	
   la	
   translocación	
   neta	
   de	
   la	
   célula	
   en	
   la	
  

dirección	
  del	
  movimiento	
  [20].	
  	
  

Encontrar	
  agentes	
  que	
  puedan	
  frenar	
  la	
  motilidad	
  celular	
  es	
  crucial	
  para	
  la	
  cura	
  o	
  el	
  

tratamiento	
  preventivo	
  de	
  muchas	
  enfermedades	
  que	
  son	
  causadas	
  por	
  anormalidades	
  en	
  

la	
  locomoción	
  celular.	
  En	
  base	
  a	
  esto,	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  es	
  

esencial	
   para	
   comprender	
   el	
   efecto	
   de	
   las	
   drogas	
   y	
   así	
   tratar	
   satisfactoriamente	
   las	
  

metástasis	
  [63].	
  	
  

La	
   velocidad	
   de	
   migración	
   y	
   direccionalidad	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   son	
  

importantes	
  parámetros	
  para	
  determinar	
  su	
  potencial	
  metastásico.	
  Los	
  procedimientos	
  que	
  

anulan	
   el	
   movimiento	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   son	
   generalmente	
   considerados	
   fuertes	
  

candidatos	
  para	
  nuevas	
   terapias	
  para	
   tratar	
   las	
  metástasis.	
  De	
   forma	
  similar,	
   los	
  métodos	
  

que	
  no	
  anulan	
   completamente	
  el	
  movimiento	
  pero	
  disminuyen	
   la	
  velocidad	
  de	
  migración	
  

celular	
   se	
  espera	
  que	
   restrinjan	
   la	
  diseminación	
  de	
   las	
   células	
  desde	
  el	
   tumor	
  primario	
  e	
  

incrementen	
  la	
  oportunidad	
  de	
  localizar	
  una	
  terapia	
  específica	
  [63].	
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El	
   movimiento	
   in	
   vitro	
   de	
   las	
   células	
   eucariotas	
   sobre	
   una	
   superficie	
   adhesiva	
  

uniforme	
  esta	
  caracterizado	
  por	
  una	
  marcha	
  persistente	
  y	
  aleatoria.	
  Las	
  células	
  migran	
  con	
  

trayectorias	
  bastante	
  rectas,	
  durante	
  intervalos	
  de	
  tiempo	
  cortos,	
  mientras	
  en	
  intervalos	
  de	
  

tiempo	
  más	
   largos,	
   las	
   células	
   ejecutan	
   cambios	
   aleatorios	
   en	
   la	
   dirección.	
   La	
   transición	
  

entre	
   estos	
   regímenes	
   ocurre	
   en	
   una	
   escala	
   de	
   tiempo	
   que	
   depende	
   del	
   contexto	
  

experimental.	
   Aunque	
   está	
   claro	
   que	
   la	
   migración	
   sobre	
   una	
   superficie	
   rígida	
   es	
   muy	
  

diferente	
   de	
   la	
  motilidad	
   celular	
   in	
   vivo	
   como	
   se	
   observa	
   en	
   las	
  metástasis,	
   la	
  migración	
  

celular	
  en	
  dos	
  dimensiones	
  es	
  un	
  sistema	
  viable	
  para	
  estudiar	
  los	
  aspectos	
  fundamentales	
  

del	
  movimiento	
  de	
  las	
  células	
  [21].	
  

	
  

En	
  el	
  trabajo	
  de	
  esta	
  sección,	
  nuestro	
  objetivo	
  fue	
  analizar	
  si	
  DhL	
  afecta	
  la	
  migración	
  

de	
  las	
  células	
  tumorales	
  y	
  el	
  mecanismo	
  por	
  el	
  cual	
  actúa.	
  En	
  este	
  sentido,	
  realizamos	
  dos	
  

tipos	
   de	
   experimentos	
   de	
   migración,	
   como	
   son	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida	
   y	
   el	
   ensayo	
   en	
  

cámaras	
  transwell.	
  Así,	
  cuantificamos	
  las	
  principales	
  características	
  de	
  la	
  migración	
  celular,	
  

tales	
  como	
  la	
  velocidad	
  y	
  la	
  direccionalidad.	
  También,	
  evaluamos	
  la	
  morfología	
  celular	
  y	
  los	
  

cambios	
   que	
   se	
   producen	
   en	
   el	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   y	
   los	
   microtúbulos.	
   Luego,	
  

estudiamos	
  las	
  propiedades	
  dinámicas	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular,	
  como	
  son	
  la	
  protrusión	
  

de	
  la	
  membrana	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  ruffles.	
  Por	
  último,	
  evaluamos	
  la	
  distribución	
  celular	
  y	
  los	
  

niveles	
  de	
  activación	
  de	
  la	
  proteína	
  Rho	
  GTPasa	
  Rac1,	
  la	
  cual	
  es	
  clave	
  en	
  la	
  polimerización	
  

de	
  actina,	
  el	
  desarrollo	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular	
  y	
  una	
  migración	
  efectiva.	
  	
  

	
  

Resultados	
  	
  

Migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  

El	
   análisis	
   in	
   vitro	
   de	
   la	
  migración	
   de	
   células	
   epiteliales	
   se	
   realiza	
   frecuentemente	
  

mediante	
  el	
  ensayo	
  de	
  la	
  herida.	
  Este	
  es	
  un	
  método	
  que	
  ha	
  sido	
  utilizado	
  por	
  mucho	
  tiempo	
  

para	
   estudiar	
   la	
   migración	
   celular.	
   Las	
   células	
   son	
   sembradas	
   en	
   placas	
   de	
   cultivo	
   e	
  

incubadas	
  hasta	
  que	
  forman	
  una	
  monocapa.	
  Entonces,	
  con	
  una	
  punta	
  de	
  pipeta	
  se	
  raspa	
  la	
  

monocapa	
   para	
   crear	
   un	
   área	
   libre	
   de	
   células	
   y	
   así	
   se	
   las	
   estimula	
   a	
   migrar.	
   Luego	
   los	
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cultivos	
  son	
  fotografiados	
  a	
  través	
  del	
  tiempo	
  en	
  el	
  microscopio	
  óptico	
  para	
  monitorear	
  el	
  

cierre	
  de	
  la	
  herida.	
  	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   existe	
   el	
   ensayo	
   de	
   migración	
   transwell	
   que	
   ha	
   sido	
   ampliamente	
  

utilizado	
   para	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   motilidad	
   de	
   diferentes	
   tipos	
   de	
   células,	
   incluyendo	
   las	
  

células	
  tumorales	
  metastásicas.	
  Este	
  ensayo	
  sirve	
  especialmente	
  para	
  estudiar	
  compuestos	
  

que	
  actúan	
  como	
  quimioatractantes	
  o	
  inhibidores	
  de	
  la	
  quimiotaxis	
  celular.	
  El	
  ensayo	
  radica	
  

en	
  una	
  membrana	
  permeable	
  de	
   soporte	
  posicionada	
  entre	
  dos	
   compartimientos.	
  Así,	
   las	
  

células	
  colocadas	
  en	
  la	
  cámara	
  superior	
  del	
  transwell,	
  migran	
  a	
  través	
  de	
  los	
  microporos	
  de	
  

la	
  membrana,	
  atraídas	
  por	
  el	
  quimioatractante.	
  Luego,	
  las	
  células	
  que	
  migraron	
  pueden	
  ser	
  

cuantificadas	
  mediante	
  recuento	
  en	
  el	
  microscopio	
  óptico.	
  	
  

Para	
   investigar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
  

desarrollamos	
   el	
   ensayo	
  de	
   la	
   herida	
   y	
  de	
  migración	
   transwell	
   en	
   células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  

B16-­‐F10.	
  

Para	
   realizar	
   el	
   ensayo	
  de	
   la	
   herida,	
   incubamos	
   las	
   células	
  HeLa,	
  B16F0	
  y	
  B16F10	
  

hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia,	
   realizamos	
   la	
  herida,	
   las	
  arrestamos	
  con	
  HU	
  y	
   las	
   tratamos	
  

con	
  concentraciones	
  crecientes	
  de	
  DhL	
  (0,	
  5,	
  10	
  y	
  20	
  µM).	
  Como	
  inhibidor	
  de	
  la	
  migración	
  

utilizamos	
  1	
  µg/ml	
  citocalasina	
  B	
  (CitB),	
  que	
  afecta	
  la	
  polimerización	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  

actina	
   y	
   de	
   esta	
  manera	
   se	
   inhibe	
   la	
  migración	
   celular	
   [137].	
   Tomamos	
   fotografías	
   de	
   la	
  

herida	
   a	
   las	
   0	
   y	
   24	
   horas	
   y	
   contamos	
   la	
   cantidad	
   de	
   células	
   que	
   cubrieron	
   la	
   zona	
   de	
   la	
  

herida.	
  

En	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida	
   con	
   células	
   HeLa,	
   encontramos	
   que	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
  

tratamiento,	
  las	
  células	
  controles	
  habían	
  cubierto	
  la	
  herida	
  en	
  un	
  número	
  considerable.	
  En	
  

cambio,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   CitB	
   inhibió	
   casi	
   por	
   completo	
   la	
  migración	
   celular.	
   Por	
   otro	
  

lado,	
  los	
  tratamientos	
  con	
  5-­‐20	
  µM	
  DhL	
  mostraron	
  una	
  importante	
  disminución	
  del	
  número	
  

de	
  células	
  que	
  migraron	
  (Figura 28	
  A).	
  El	
  análisis	
  del	
  número	
  de	
  células,	
  indicó	
  que	
  a	
  las	
  24	
  

horas	
  cubrieron	
  la	
  herida	
  222	
  células	
  en	
  el	
  control,	
  157	
  células	
  en	
  el	
  tratamiento	
  con	
  5	
  µM	
  

DhL,	
  132	
  células	
  con	
  10	
  µM	
  DhL,	
  116	
  células	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  y	
  115	
  células	
  con	
  CitB	
  (Figura 28	
  

B).	
  Estos	
   resultados	
   indican	
  que	
  CitB	
   impidió	
   la	
  migración	
  de	
   las	
   células	
  HeLa	
  y	
  que	
  DhL	
  

inhibió	
   la	
  migración	
  en	
   forma	
  concentración	
  dependiente,	
  encontrándose	
  que	
  20	
  µM	
  DhL	
  

produjo	
  un	
  efecto	
  inhibitorio	
  similar	
  a	
  CitB	
  (Figura 28	
  B).	
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En	
   las	
   células	
   B16-­‐F0,	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   CitB	
   produjo	
   una	
   marcada	
  

inhibición	
   de	
   la	
  migración	
   celular,	
   similar	
   a	
   la	
   observada	
   con	
   20	
  µM	
  DhL.	
   El	
   número	
   de	
  

células	
  controles	
  que	
  cubrieron	
   la	
  herida	
   fue	
  de	
  250,	
  mientras	
  que	
  en	
   las	
  células	
   tratadas	
  

con	
  20	
  µM	
  DhL	
  fue	
  de	
  117	
  y	
  con	
  CitB	
  fue	
  de	
  117	
  células	
  (Figura 28	
  A	
  y	
  B).	
  	
  

En	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  se	
  observó	
  un	
  resultado	
  similar	
  al	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐

F0.	
   CitB	
   produjo	
   una	
   importante	
   inhibición	
   de	
   la	
   migración	
   celular	
   al	
   igual	
   que	
   el	
  

tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL.	
  El	
  número	
  de	
  células	
  que	
  cubrieron	
  la	
  herida	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  

tratamiento	
  fue	
  de	
  220	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  113	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  	
  	
  

(Figura 28	
  A	
  y	
  B).	
  

Por	
  lo	
  tanto,	
  20	
  µM	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  del	
  cierre	
  de	
  la	
  herida	
  de	
  42%	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa,	
  25%	
  en	
  B16-­‐F0	
  y	
  45%	
  en	
  B16-­‐F10.	
  Estos	
  resultados	
  indican	
  que	
  el	
  cierre	
  

de	
  la	
  herida	
  fue	
  inhibido	
  de	
  forma	
  concentración	
  dependiente	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  

en	
  las	
  tres	
  líneas	
  celulares.	
  	
  

Para	
  el	
  ensayo	
  de	
  migración	
  transwell,	
  una	
  suspensión	
  de	
  5.000	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  

y	
   B16-­‐F10	
   se	
   colocó	
   en	
   la	
   cámara	
   superior	
   del	
   transwell	
   que	
   tiene	
   como	
   base	
   una	
  

membrana	
   con	
   poros	
   de	
   8	
   µm.	
   Luego,	
   las	
   células	
   se	
   incubaron	
   durante	
   2	
   horas	
   para	
  

permitir	
   la	
   adhesión	
   celular.	
   Posteriormente,	
   las	
   células	
   fueron	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   y	
   se	
  

trataron	
   con	
   0	
   ó	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   Por	
   último,	
   las	
   células	
   que	
   atravesaron	
   la	
  

membrana	
   y	
   llegaron	
   a	
   la	
   cámara	
   inferior	
   fueron	
   teñidas	
   y	
   contadas	
   con	
   el	
  microscopio	
  

óptico	
  (objetivo	
  20x).	
  	
  

En	
  las	
  células	
  HeLa,	
  observamos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  produjo	
  una	
  importante	
  

disminución	
   del	
   número	
   de	
   células	
   que	
   atravesaron	
   la	
   membrana.	
   El	
   recuento	
   celular	
  

demostró	
  que	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  migraron	
  88	
  células/c	
  y	
  en	
  las	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  32	
  

células/c	
   (Figura 29).	
   Este	
  mismo	
   análisis	
   se	
   realizó	
   en	
   las	
   células	
  B16-­‐F0	
   y	
  B16-­‐F10	
   y	
   en	
  

ambas	
   líneas	
   celulares	
   observamos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   redujo	
   la	
   proporción	
   de	
  

células	
   que	
   atravesaron	
   la	
   membrana.	
   En	
   las	
   células	
   B16-­‐F0	
   controles	
   migraron	
   98	
  

células/c	
   y	
   en	
   las	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   28	
   células/c.	
   En	
   las	
   células	
   B16-­‐F10	
   controles	
  

atravesaron	
  la	
  membrana	
  82	
  células/c	
  y	
  en	
  las	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  47	
  células/c.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  

el	
  tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  produjo	
  una	
  inhibición	
  de	
  la	
  migración	
  transwell	
  de	
  63%	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa,	
  71%	
  en	
  las	
  B16-­‐F0	
  y	
  43%	
  en	
  las	
  B16-­‐F10	
  (Figura 29).	
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Figura 28. DhL inhibe el cierre de la herida en las células HeLa, B16-F0 y B16-F10. 
Se realizó la herida en una monocapa de células HeLa, B16-F0 y B16-F10 arrestadas con 
HU y se trataron con 0, 5, 10 ó 20 µM DhL, y 1 µg/ml CitB. A) Imágenes en contraste de 
fase de la herida a las 24 horas de tratamiento. La línea punteada indica el margen de la 
herida al comienzo del tratamiento. Barra 100 µm. B) Número de células que cubren la 
herida a las 24 horas del tratamiento. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa 
respecto al control, p<0,05 n=3 
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Con	
  estos	
  resultados	
  demostramos	
  mediante	
  dos	
  técnicas,	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  el	
  proceso	
  

de	
  migración	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10.	
  

La	
  inhibición	
  en	
  el	
  cierre	
  de	
  la	
  herida	
  y	
   la	
  capacidad	
  de	
  atravesar	
  la	
  membrana	
  del	
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Figura 29. DhL inhibe la migración de las células HeLa, B16-F0 y B16-F10: Las 
células HeLa, B16-F0 y B16-F10 fueron colocadas en cámaras transwell con membrana 
de poros de 8 µm, en una densidad de 5.000 células/p. Luego, las células fueron 
arrestadas con HU y tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. Posteriormente, las 
células que atravesaron a la cámara inferior fueron fijadas, teñidas con cristal violeta y 
contadas en un microscopio óptico con contraste de fase y objetivo 20x. A) Imágenes de 
la cámara inferior del transwell, a las 24 horas de tratamiento. Barra 50 µm. B) Número 
de células por campo, que atravesaron la membrana a las 24 horas del tratamiento. 
Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p<0,05 n=3 
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transwell	
   podrían	
   deberse	
   a	
   una	
   disminución	
   de	
   la	
   velocidad	
   de	
  migración	
   celular	
   o	
   a	
   la	
  

perdida	
  de	
  la	
  dirección	
  en	
  la	
  trayectoria	
  (direccionalidad).	
  Para	
  analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  

estos	
  parámetros	
  utilizamos	
  la	
  video	
  microscopía.	
  

Velocidad	
  de	
  migración	
  y	
  direccionalidad	
  	
  

	
   El	
   uso	
   de	
   la	
   video	
   microscopía	
   nos	
   provee	
   una	
   importante	
   herramienta	
   para	
  

realizar	
  mediciones	
  cuantitativas	
  del	
  movimiento	
  de	
   las	
  células	
  en	
  diferentes	
  condiciones.	
  

El	
   rastreo	
   celular,	
   conocido	
   en	
   inglés	
   como	
   cell	
   tracking,	
   comprende	
   técnicas	
   para	
  

monitorear	
   el	
   comportamiento	
   de	
   las	
   células	
   a	
   través	
   del	
   tiempo.	
   Esto	
   incluye	
   el	
  

comportamiento	
  migratorio,	
   la	
  división	
  celular,	
   los	
   contactos	
   transcientes	
   célula-­‐célula,	
   el	
  

movimiento	
  del	
  citoesqueleto	
  y	
  el	
  destino	
  celular.	
  	
  

Un	
   requisito	
   básico	
   para	
   el	
   rastreo	
   celular	
   in	
   vitro	
   es	
   poseer	
   un	
   equipo	
   de	
  

microscopia	
   convencional	
   con	
   una	
   platina	
   termostatizada,	
   acompañado	
  de	
   un	
   sistema	
  de	
  

adquisición	
  de	
  imágenes	
  automático	
  y	
  computadorizado,	
  con	
  suficiente	
  resolución	
  espacio-­‐

temporal.	
   La	
   adquisición	
   de	
   imágenes	
   periódicas	
   de	
   las	
   células,	
   resulta	
   en	
   una	
   larga	
  

secuencia	
   de	
   imágenes	
   que	
   representan	
   los	
   datos	
   crudos	
   sobre	
   los	
   cuales	
   operan	
   los	
  

algoritmos	
  de	
  rastreo	
  celular.	
  	
  

La	
   mayoría	
   de	
   estos	
   algoritmos	
   consisten	
   en	
   dos	
   partes	
   independientes:	
   1)	
   la	
  

detección	
  de	
  las	
  células	
  en	
  cada	
  imagen	
  individual	
  y	
  2)	
  el	
  rastreo	
  celular,	
  identificar	
  y	
  seguir	
  

cada	
  célula	
  a	
  través	
  de	
  las	
  imágenes,	
  y	
  de	
  este	
  modo	
  reconstruir	
  su	
  continuidad	
  temporal.	
  A	
  

pesar	
  del	
  considerable	
  rango	
  de	
  algoritmos	
  de	
  rastreo	
  automático	
  que	
  existen,	
  el	
  resultado	
  

más	
  confiable	
  sigue	
  siendo	
  el	
  rastreo	
  manual	
  y	
  es	
  el	
  que	
  realizamos	
  en	
  este	
  trabajo.	
  	
  

El	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida	
   es	
   un	
   modelo	
   muy	
   adecuado	
   para	
   estudiar	
   la	
   migración	
  

direccional,	
  en	
  el	
  cual	
  una	
  franja	
  de	
  células	
  de	
  una	
  monocapa	
  confluente	
  es	
  eliminada	
  y	
  las	
  

células	
  remanentes	
  migran	
  colectivamente	
  para	
  cerrar	
  la	
  herida.	
  Debido	
  a	
  que	
  DhL	
  produce	
  

una	
  inhibición	
  del	
  cierre	
  de	
  la	
  herida	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐10,	
  nos	
  propusimos	
  

determinar	
  si	
  el	
  cambio	
  en	
  el	
  movimiento	
  neto	
  de	
  las	
  células	
  se	
  debe	
  a	
  una	
  alteración	
  en	
  la	
  

velocidad	
  o	
  en	
  la	
  direccionalidad	
  de	
  la	
  migración.	
  	
  

Mediante	
   video	
   microscopía	
   y	
   el	
   posterior	
   rastreo	
   celular,	
   analizamos	
   como	
   las	
  

células	
  HeLa	
  migraban	
  para	
  cerrar	
  la	
  herida.	
  Para	
  esto	
  se	
  realizó	
  la	
  herida	
  en	
  la	
  monocapa	
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de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  se	
  arrestaron	
  con	
  HU	
  y	
  se	
  trataron	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL.	
  	
  A	
  continuación,	
  

en	
  el	
  microscopio	
  de	
  contraste	
  de	
  fase,	
  las	
  imágenes	
  fueron	
  capturadas	
  cada	
  15	
  minutos	
  por	
  

24	
  horas	
  (con	
  objetivo	
  20x).	
  Luego,	
  la	
  trayectoria	
  de	
  cada	
  célula	
  fue	
  rastreada	
  manualmente	
  

en	
   la	
   secuencia	
  de	
   imágenes,	
   con	
   el	
   programa	
   Image	
   J.	
   Solo	
   fueron	
   rastreadas	
   las	
   células	
  

ubicadas	
  en	
  el	
  margen	
  de	
  la	
  herida,	
  y	
  las	
  células	
  en	
  división	
  o	
  apoptosis	
  fueron	
  excluidas	
  del	
  

análisis.	
   El	
   trayecto	
   celular	
   lo	
   proyectamos	
   en	
   los	
   ejes	
   x-­‐y,	
   y	
   medimos	
   la	
   distancia	
   total	
  

atravesada	
  por	
   las	
  células	
  y	
  así,	
  calculamos	
  la	
  velocidad	
  de	
  migración	
  (distancia	
  recorrida	
  

por	
  unidad	
  de	
  tiempo)	
  y	
   la	
  direccionalidad	
  (proporción	
  de	
   la	
  distancia	
  vectorial	
  recorrida	
  

en	
  la	
  longitud	
  total	
  del	
  trayecto	
  de	
  la	
  célula).	
  	
  	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  las	
  fotografías	
  de	
  la	
  zona	
  de	
  la	
  herida	
  tomadas	
  a	
  tiempo	
  

0	
  y	
  24	
  horas,	
  las	
  células	
  controles	
  avanzaron	
  considerablemente	
  sobre	
  la	
  herida,	
  en	
  cambio,	
  

en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  se	
  observó	
  un	
  discreto	
  avance	
  (Figura 30	
  A).	
  	
  

El	
   análisis	
   cuantitativo	
   de	
   las	
   imágenes	
   adquiridas	
   de	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   células	
  

HeLa,	
  demostró	
  que	
   las	
  células	
  controles	
  presentaban	
  una	
  velocidad	
  de	
  5,38;	
  5,16;	
  3,59	
  y	
  

2,01	
   µm/h	
   a	
   las	
   6,	
   12,	
   18	
   y	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento	
   respectivamente,	
   mientras	
   que	
   las	
  

células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  poseían	
  una	
  velocidad	
  de	
  2,79;	
  2,43;	
  2,02	
  y	
  1,24	
  µm/h	
  a	
  las	
  6,	
  12,	
  

18	
  y	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento,	
  respectivamente	
  (Figura 30	
  B).	
  En	
  concordancia	
  con	
  la	
  notable	
  

diferencia	
  entre	
  las	
  dos	
  poblaciones	
  en	
  el	
  avance	
  de	
  las	
  células	
  sobre	
  la	
  herida,	
  observamos	
  

que	
   las	
  células	
   tratadas	
  con	
  DhL	
  exhiben	
  una	
  disminución	
  significativa	
  de	
   la	
  velocidad	
  de	
  

migración	
  a	
  las	
  6	
  y	
  12	
  horas	
  de	
  tratamiento.	
  	
  

Luego,	
  nos	
  preguntamos	
   como	
  sería	
   la	
  direccionalidad	
  de	
   las	
   células	
  a	
   lo	
   largo	
  del	
  

tratamiento	
  con	
  DhL.	
  Así,	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  trayectoria	
  de	
  las	
  células	
  controles	
  demostró	
  que	
  

esta	
   era	
   perpendicular	
   al	
   eje	
  mayor	
   de	
   la	
   herida	
   con	
   una	
   direccionalidad	
   de	
   0,93.	
   En	
   las	
  

células	
   tratadas	
   con	
   DhL,	
   la	
   trayectoria	
   de	
   las	
   células	
   fue	
   similar	
   al	
   control	
   con	
   una	
  

direccionalidad	
   de	
   0,85	
   (Figura 30	
   C	
   y	
   D).	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   no	
   se	
   produjo	
   una	
   diferencia	
  

significativa	
  en	
  la	
  direccionalidad	
  de	
  migración	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL.	
  	
  

Concluimos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   altera	
   significativamente	
   la	
   velocidad	
   de	
  

migración	
  de	
  las	
  células	
  pero	
  no	
  produce	
  cambios	
  en	
  la	
  trayectoria	
  de	
  la	
  migración.	
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Figura 30. DhL disminuye la velocidad de migración de las células HeLa pero no 
altera la direccionalidad. Se realizó la herida en una monocapa de células HeLa, se 
arrestaron con HU y se trataron con 0 ó 20 µM DhL. Se tomaron imágenes del frente de 
avance celular, cada 15 minutos, por 24 horas. A) Imágenes en contraste de fase del 
frente de avance celular a las 0 y 24 horas de tratamiento. La línea punteada blanca 
indica el margen de la herida en el tiempo 0. Se indica la trayectoria del núcleo durante 
24 horas en las células controles (negro) y tratadas con 20 µM DhL (gris). Barra 50 µm. 
B) Velocidad de migración celular en 24 horas de tratamiento. C) Representación de la 
trayectoria de las células tratadas con 0 y 20 µM DhL, durante 24 horas. Los lugares de 
origen se reunieron en un mismo punto para facilitar la visión de la dispersión en la 
trayectoria. Barra 50 µm. D) Direccionalidad celular (distancia de migración neta por 
distancia de migración total) durante 24 horas de tratamiento. Valor medio ± SEM, * 
diferencia significativa respecto al control, p<0,05, n=7 
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Muchos	
   compuestos	
   que	
   inhiben	
   la	
  migración	
   alteran	
   a	
   su	
   vez	
   la	
  morfología	
   de	
   la	
  

célula,	
   y	
   en	
   varios	
   casos	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
   velocidad	
   de	
   migración	
   se	
   asocia	
   a	
   un	
  

problema	
   en	
   la	
   polarización	
   y	
   el	
   desarrollo	
   del	
   frente	
   celular.	
   Con	
   el	
   fin	
   de	
   dilucidar	
   el	
  

mecanismo	
  por	
  el	
  cual	
  DhL	
  inhibe	
  la	
  migración,	
  a	
  continuación	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  este	
  

compuesto	
  en	
  la	
  morfología	
  celular.	
  	
  

	
  Morfología	
  	
  

Para	
   investigar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
  morfología	
   celular,	
   utilizamos	
   la	
   técnica	
   de	
  

video	
  microscopía	
  y	
  el	
  análisis	
  computacional	
  de	
  las	
  imágenes	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J.	
  Así,	
  

examinamos	
   los	
   parámetros	
   morfológicos	
   de	
   las	
   células	
   HeLa	
   durante	
   24	
   horas	
   de	
  

migración.	
  

Se	
   realizó	
   una	
   herida	
   en	
   la	
   monocapa	
   de	
   células	
   HeLa	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   y	
   se	
  

trataron	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Las	
  imágenes	
  se	
  tomaron	
  a	
  tiempo	
  0,	
  6,	
  12,	
  18	
  y	
  

24	
  horas.	
   Luego,	
   en	
   las	
   imágenes	
  obtenidas	
   se	
  dibujó	
   el	
   contorno	
   celular	
  manualmente	
   y	
  

mediante	
  el	
  programa	
  se	
  determinó	
  el	
  casco	
  convexo	
  celular.	
  Posteriormente,	
  se	
  calcularon	
  

los	
   parámetros	
   que	
   describen	
   la	
   morfología	
   celular	
   que	
   incluyen	
   área,	
   longitud,	
   ancho,	
  

factor	
   forma	
   [(4π×área	
   celular)/(perímetro2)],	
   índice	
   de	
   bipolaridad	
   [longitud	
  

celular/ancho	
  celular],	
  índice	
  de	
  procesos	
  [número	
  de	
  dominio	
  creados	
  por	
  sustracción	
  del	
  

área	
   celular	
   al	
   área	
   del	
   casco	
   convexo]	
   e	
   índice	
   de	
   expansión	
   [π(longitud	
   del	
   casco	
  

convexo)2/4(área	
  del	
  casco	
  convexo)].	
  El	
  área	
  celular,	
  índice	
  de	
  bipolaridad	
  	
  y	
  factor	
  forma	
  

pueden	
   ser	
   obtenidos	
   directamente	
   a	
   partir	
   del	
   contorno	
   de	
   las	
   células,	
  mientras	
   que	
   el	
  

índice	
   de	
   procesos	
   y	
   el	
   índice	
   de	
   expansión	
   (el	
   cual	
   refleja	
   la	
   extensión	
   de	
   los	
   procesos	
  

celulares),	
  derivan	
  del	
  casco	
  convexo	
  [138],	
  [139].	
  	
  

Como	
  muestra	
   la	
  Figura 31-­‐A,	
  ocurrieron	
  cambios	
  pronunciados	
  en	
   la	
  morfología	
  de	
  

las	
  células	
  HeLa	
  desde	
  las	
  0	
  hasta	
   las	
  24	
  horas	
  de	
  migración.	
  A	
  medida	
  que	
  transcurrió	
  el	
  

tiempo,	
   las	
  células	
  controles	
  aumentaron	
  de	
  tamaño	
  y	
  desarrollaron	
  un	
  frente	
  celular	
  con	
  

una	
   superficie	
   amplia.	
   En	
   cambio,	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   tendieron	
   a	
   ser	
   más	
  

pequeñas,	
   se	
  hicieron	
   filiformes,	
  desarrollaron	
  más	
  procesos	
  y	
   el	
   frente	
   celular	
   tenía	
  una	
  

superficie	
   reducida.	
  Específicamente,	
  a	
   las	
  24	
  horas	
  de	
   tratamiento,	
  el	
  área	
  celular	
   fue	
  de	
  

3.218	
  µm2	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  y	
  de	
  2.097	
  µm2	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL.	
  El	
  factor	
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forma,	
  el	
  cual	
  es	
  una	
  medida	
  de	
  la	
  redondez	
  celular,	
  fue	
  de	
  0,66	
  en	
  células	
  controles	
  y	
  0,43	
  

en	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL.	
   El	
   índice	
   de	
   bipolaridad,	
   que	
   indica	
   el	
   grado	
   de	
   elongación	
  

celular,	
   fue	
   de	
   2,28	
   en	
   células	
   controles	
   y	
   4,25	
   en	
   células	
   tratadas	
   con	
  DhL.	
   El	
   índice	
   de	
  

expansión,	
   que	
   denota	
   la	
   extensión	
   de	
   los	
   procesos	
   celulares,	
   fue	
   de	
   1,78	
   en	
   células	
  

controles	
  y	
  2,70	
  en	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL.	
  El	
  índice	
  de	
  procesos,	
  que	
  se	
  relaciona	
  con	
  la	
  

cantidad	
  de	
  procesos	
  celulares,	
   fue	
  de	
  1,61	
  en	
  células	
  controles	
  y	
  4,82	
  en	
  células	
  tratadas	
  

con	
  DhL.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  del	
  40%	
  tanto	
  del	
  

área	
  celular	
  como	
  del	
  factor	
  forma.	
  En	
  contraste,	
  DhL	
  produjo	
  un	
  aumento	
  del	
  100%	
  en	
  el	
  

índice	
   de	
   bipolaridad,	
   del	
   51%	
   en	
   el	
   índice	
   de	
   expansión	
   y	
   del	
   200%	
   en	
   el	
   índice	
   de	
  

procesos	
  (Figura 31-­‐B).	
  Esto	
  significa	
  que	
  las	
  células	
  HeLa	
  tratadas	
  con	
  20	
  µM	
  DhL,	
  sufrieron	
  

una	
   disminución	
   de	
   tamaño,	
   pero	
   alcanzaron	
   un	
   alto	
   grado	
   de	
   elongación	
   y	
   además,	
  

aumentaron	
  el	
  número	
  y	
  extensión	
  de	
  los	
  procesos	
  celulares.	
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Figura 31. Efecto de DhL en la morfología celular. Se realizó la herida en la monocapa 
de células HeLa, se arrestaron con HU y se trataron con 0 ó 20 µM DhL. Luego, se 
tomaron imágenes de las células ubicadas en el margen de la herida a las 0, 6, 12, 18 y 
24 horas de tratamiento. Con el programa Image J se analizó el área total, el factor forma, 
el índice de bipolaridad, el índice de expansión y el índice de procesos. A) Contorno de las 
células HeLa durante 24 horas de tratamiento. B) Parámetros morfológicos de las células 
HeLa a las 24 horas de tratamiento. Para facilitar la comparación se estableció cada 
parámetro morfológico del control con valor 1. Valor medio ± SEM. * Diferencia 
significativa respecto al control, p < 0,05 n=7 
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Las	
   células	
   responden	
   a	
   un	
   estímulo	
   migratorio	
   adoptando	
   una	
   morfología	
  

polarizada,	
   con	
   su	
   frente	
   celular	
   orientado	
   en	
   la	
   dirección	
   del	
   estímulo.	
   La	
   extensión	
   del	
  

frente	
   celular	
   es	
   lo	
   que	
   inicia	
   la	
   migración	
   y	
   establece	
   la	
   dirección	
   del	
   movimiento.	
   Las	
  

células	
  con	
  una	
  débil	
  polaridad	
  pierden	
  la	
  habilidad	
  de	
  avanzar	
  en	
  una	
  única	
  dirección,	
   lo	
  

que	
  resulta	
  en	
  una	
  trayectoria	
  aleatoria	
  y	
  se	
  reduce	
  la	
  velocidad	
  de	
  migración.	
  	
  

Para	
  determinar	
  si	
  DhL	
  afecta	
  la	
  formación	
  del	
  frente	
  celular,	
  medimos	
  a	
  tiempo	
  0,	
  6,	
  

12,	
  18	
  y	
  24	
  horas,	
  las	
  dimensiones	
  (área	
  y	
  ancho)	
  del	
  frente	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  tratadas	
  con	
  

0	
   y	
   20	
   µM	
   DhL.	
   En	
   las	
   células	
   que	
   se	
   encontraban	
   migrando	
   para	
   cerrar	
   la	
   herida,	
  

establecimos	
  como	
  “frente	
  celular”,	
  al	
  área	
  que	
  se	
  proyecta	
  desde	
  el	
  núcleo	
  hasta	
  el	
  margen	
  

anterior	
  de	
  la	
  célula.	
  	
  

Como	
  muestra	
   la	
   Figura 32-­‐A,	
   el	
   tratamiento	
   con	
  DhL	
   produjo	
   una	
   disminución	
   del	
  

área	
  y	
  ancho	
  del	
  frente	
  de	
  las	
  células	
  HeLa.	
  En	
  las	
  células	
  controles	
  el	
  área	
  del	
  frente	
  celular	
  

fue	
   de	
   2.035,	
   2.265,	
   2.389	
   y	
   2.437	
   µm2	
   a	
   las	
   6,	
   12,	
   18	
   y	
   24	
   horas,	
   respectivamente.	
   En	
  

cambio,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  el	
  área	
  del	
  frente	
  celular	
  fue	
  de	
  1.040,	
  759,	
  1.244	
  y	
  

917	
  µm2	
  a	
  las	
  6,	
  12,	
  18	
  y	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento,	
  respectivamente.	
  En	
  cuanto	
  al	
  ancho	
  del	
  

frente	
  celular,	
   en	
   las	
   células	
  control	
   fue	
  de	
  32,	
  39,	
  41	
  y	
  42	
  µm	
  a	
   las	
  6,	
  12,	
  18	
  y	
  24	
  horas,	
  

respectivamente.	
  En	
  cambio,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  el	
  ancho	
  del	
  frente	
  celular	
  fue	
  

de	
  15,	
  19,	
  17	
  y	
  17	
  µm	
  a	
  las	
  6,	
  12,	
  18	
  y	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento,	
  respectivamente	
  (Figura 32	
  

B).	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  con	
  este	
  resultado	
  demostramos	
  que	
  a	
  partir	
  de	
  las	
  12	
  horas	
  de	
  tratamiento	
  

con	
  DhL,	
   se	
   ve	
   afectado	
   el	
   desarrollo	
   del	
   frente	
   celular	
   y	
   este	
   presenta	
   dimensiones	
  más	
  

pequeñas	
  que	
  el	
  de	
  las	
  células	
  controles.	
  	
  

	
  

En	
   concusión,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   en	
   las	
   células	
   HeLa,	
   produjo	
   significativas	
  

alteraciones	
  en	
   la	
  morfología	
  global	
  de	
   la	
  célula	
  y	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
   frente	
  celular.	
  Esto	
  

sugiere	
   que	
   los	
   cambios	
   observados	
   en	
   la	
  motilidad	
   celular	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL,	
  

podrían	
  ser	
  el	
  resultado	
  de	
  una	
  alteración	
  en	
  la	
  dinámica	
  y	
  organización	
  del	
  citoesqueleto.	
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Como	
  DhL	
  afecta	
   la	
  morfología	
  celular,	
   la	
  cual	
  está	
   íntimamente	
  relacionada	
  con	
  el	
  

citoesqueleto	
  de	
  la	
  célula,	
  nos	
  preguntamos	
  si	
  DhL	
  altera	
  la	
  estructura	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  

Por	
   eso,	
   a	
   continuación	
   analizamos	
   la	
   distribución	
   celular	
   de	
   estos	
   mediante	
  

inmunofluorescencia.	
  

Distribución	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  	
  

Para	
   investigar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   los	
   microtúbulos,	
   se	
   realizó	
   una	
   herida	
   en	
   la	
  

monocapa	
  de	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  se	
  las	
  trató	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µm	
  DhL	
  por	
  6	
  y	
  24	
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Figura 32. Efecto de DhL en la formación del frente celular. Se realizó la herida en la 
monocapa de células HeLa arrestadas con HU y tratadas con 0 ó 20 µM DhL, y se 
tomaron imágenes de las células ubicadas en el margen de la herida a las 0, 6, 12, 18 y 
24 horas de tratamiento. Con el programa Image J se analizó las dimensiones del frente 
celular. A) Imágenes en contraste de fase de las células HeLa a las 24 horas de 
tratamiento. El trazado blanco indica el área y la línea negra indica el ancho del frente 
celular. Barra 50 µm. B) Área y ancho del frente de las células HeLa durante las 24 
horas del tratamiento. Valor medio ± SEM. * Diferencia significativa respecto al control, p 
< 0,05 n=7 
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horas.	
   Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
   fijadas,	
   permeabilizadas	
   y	
   teñidas	
   con	
   el	
   anticuerpo	
  

primario	
   anti-­‐alfa-­‐tubulina.	
   Posteriormente,	
   se	
   realizó	
   la	
   incubación	
   con	
   el	
   anticuerpo	
  

secundario	
  anti	
  IgG-­‐ratón-­‐Cy3	
  y	
  las	
  células	
  fueron	
  observadas	
  con	
  un	
  microscopio	
  confocal.	
  	
  

La	
  observación	
  de	
   los	
  microtúbulos	
  por	
   inmunofuorescencia,	
  a	
   las	
  6	
  y	
  24	
  horas	
  de	
  

tratamiento,	
  evidenció	
  que	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  células	
  controles	
  estos	
  irradiaban	
  desde	
  la	
  

región	
  perinuclear	
  hacia	
  la	
  periferia	
  celular,	
   lo	
  que	
  denominamos	
  “distribución	
  radial”.	
  En	
  

cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   una	
   gran	
   proporción	
   de	
   células	
   mostraron	
   una	
  

distribución	
  diferente	
  a	
  la	
  de	
  las	
  células	
  controles,	
  a	
  la	
  que	
  llamamos	
  “distribución	
  alterada”	
  

(Figura 33	
   A).	
   A	
   las	
   6	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   el	
   91%	
   de	
   las	
   células	
   controles	
   presentaron	
  

distribución	
   radial	
   de	
   los	
   microtúbulos.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   el	
  

número	
   de	
   células	
   con	
   distribución	
   radial	
   de	
   microtúbulos	
   disminuyó	
   a	
   49%	
   y	
   se	
  

observaron	
   un	
   51%	
   de	
   células	
   con	
   distribución	
   alterada,	
   con	
   zonas	
   ausentes	
   de	
  

microtúbulos	
  en	
  el	
  frente	
  celular	
  y	
  agrupados	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana.	
  A	
  las	
  24	
  

horas	
  de	
   tratamiento,	
  en	
  el	
  87%	
  de	
   las	
  células	
  controles	
   los	
  microtúbulos	
  se	
  presentaban	
  

con	
  distribución	
  radial.	
  En	
  cambio,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL,	
  solo	
  el	
  38%	
  mostraron	
  

microtúbulos	
  con	
  distribución	
  radial	
  (Figura 33	
  B).	
  	
  

Los	
   microtúbulos	
   son	
   importantes	
   para	
   el	
   establecimiento	
   de	
   la	
   polaridad,	
   la	
  

extensión	
  y	
  migración	
  de	
   las	
  células.	
  En	
  este	
  resultado	
  demostramos	
  que	
  DhL	
  produce	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa	
  una	
  perturbación	
  significativa	
  en	
  la	
  organización	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  

	
  

Debido	
  a	
  que	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  desarrollan	
  un	
  frente	
  celular	
  de	
  reducidas	
  

dimensiones,	
   nos	
   preguntamos	
   si	
   el	
   tratamiento	
   con	
   este	
   compuesto	
   afecta	
   la	
  

polimerización	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina.	
  Para	
  determinar	
  esto,	
  analizamos	
  en	
  las	
  células	
  

HeLa,	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   proporción	
   de	
   monómeros,	
   filamentos	
   cortos	
   y	
   filamentos	
  

largos	
  de	
  actina.	
  

	
  Polimerización	
  de	
  actina	
  	
  

Para	
  investigar	
  si	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  afecta	
  la	
  polimerización	
  de	
  los	
  filamentos	
  

de	
   actina,	
   a	
   partir	
   de	
   lisados	
   celulares	
   separamos	
   los	
   monómeros,	
   filamentos	
   cortos	
   y	
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filamentos	
  largos	
  de	
  actina	
  mediante	
  una	
  técnica	
  de	
  centrifugación	
  a	
  alta	
  velocidad.	
  Luego,	
  

en	
  las	
  fracciones	
  obtenidas,	
  analizamos	
  el	
  contenido	
  de	
  actina	
  mediante	
  Western	
  blot.	
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Figura 33. DhL modifica la distribución de los microtúbulos en las células HeLa. 
Se realizó la herida en las células HeLa arrestadas con HU y se trataron con 0 ó 20 µM 
DhL por 6 y 24 horas. A) Las células fueron fijadas, permeabilizadas y se tiñeron los 
microtúbulos con el anticuerpo anti-alfa-tubulina. Como anticuerpo secundario se utilizó 
anti IgG-ratón-Cy3. El recuadro blanco indica el área ampliada. Barra 50 µm. B) 
Porcentaje de células tratadas con 0 y 20 µM DhL por 6 y 24 horas, con microtubulos en 
distribución radial. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p < 
0,05 n=3.  
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Las	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  

Luego,	
   las	
  células	
  aún	
  adheridas	
  a	
   la	
  placa	
  de	
  cultivo	
   fueron	
   lisadas	
  con	
  tritón	
  X-­‐100.	
  Así,	
  

fueron	
  separados	
  los	
  monómeros	
  y	
  filamentos	
  cortos,	
  de	
  los	
  filamentos	
  largos	
  de	
  actina	
  que	
  

luego	
   de	
   la	
   lisis	
   celular	
   quedaron	
   adheridos	
   a	
   la	
   placa	
   de	
   cultivo.	
   El	
   lisado	
   celular	
   fue	
  

posteriormente	
   fraccionado	
   en	
  monómeros	
   de	
   actina	
   (fracción	
   1)	
   y	
   filamentos	
   cortos	
   de	
  

actina	
   (fracción	
   2)	
  mediante	
   centrifugación	
   a	
   alta	
   velocidad	
   (100.000g),	
   y	
   los	
   filamentos	
  

largos	
   de	
   actina	
   todavía	
   adheridos	
   a	
   la	
   placa,	
   fueron	
   recuperados	
   por	
   disolución	
   en	
   un	
  

buffer	
  con	
  urea	
  (fracción	
  3).	
  Con	
   las	
   tres	
   fracciones	
  obtenidas	
  se	
  realizó	
  el	
  SDS-­‐PAGE	
  y	
   la	
  

transferencia	
   a	
  una	
  membrana	
  de	
  nitrocelulosa.	
   Luego,	
   la	
  membrana	
   fue	
   incubada	
   con	
  el	
  

anticuerpo	
   anti-­‐beta-­‐actina	
   y	
   un	
   anticuerpo	
   secundario	
   apropiado,	
   para	
   estimar	
   la	
  

proporción	
  de	
  actina	
  involucrada	
  en	
  los	
  monómeros,	
  filamentos	
  cortos	
  y	
  filamentos	
  largos	
  

de	
  actina	
  existentes	
  en	
  las	
  células.	
  	
  

El	
  revelado	
  del	
  Western	
  blot	
  incubado	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  específico	
  para	
  beta-­‐actina,	
  

demostró	
  la	
  presencia	
  de	
  una	
  banda	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  40	
  kDa	
  en	
  cada	
  fracción	
  del	
  citoesqueleto.	
  

Claramente,	
  observamos	
  que	
  el	
   tratamiento	
  con	
  DhL	
  produjo	
  mayor	
  proporción	
  de	
  actina	
  

en	
   la	
   fracción	
   de	
  monómeros,	
   pero	
  menor	
   proporción	
   en	
   forma	
   de	
   filamentos	
   largos.	
   En	
  

cambio,	
  el	
  contenido	
  de	
  actina	
  en	
  la	
  fracción	
  de	
  filamentos	
  cortos	
  no	
  fue	
  modificado	
  por	
  el	
  

tratamiento	
   con	
   DhL	
   (Figura 34	
   A).	
   La	
   cuantificación	
   de	
   la	
   densidad	
   óptica	
   de	
   las	
   bandas	
  

pertenecientes	
  a	
  cada	
  fracción,	
  evidenció	
  que	
  en	
  las	
  células	
  controles,	
  las	
  tres	
  fracciones	
  de	
  

actina,	
  monómeros,	
   filamentos	
  cortos	
  y	
   filamentos	
   largos,	
   representaban	
  respectivamente	
  

el	
   6%,	
   43%	
   y	
   51%.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   aumentó	
   la	
   fracción	
   de	
  

monómeros	
   de	
   actina	
   a	
   15%,	
   la	
   proporción	
   de	
   filamentos	
   cortos	
   se	
  mantuvo	
   en	
   valores	
  

similares	
  al	
  control	
  (46%),	
  y	
  los	
  filamentos	
  largos	
  de	
  actina	
  disminuyeron	
  a	
  38%	
  (Figura 34	
  

B).	
   Este	
   resultado	
   nos	
   sugiere	
   que	
   DhL	
   afecta	
   la	
   formación	
   de	
   los	
   filamentos	
   largos	
   de	
  

actina.	
  	
  	
  

	
  

Dado	
  que	
  DhL	
  afecta	
  la	
  polimerización	
  de	
  los	
  filamentos	
  largos	
  de	
  actina	
  y	
  estos	
  son	
  

necesarios	
  para	
  el	
  desarrollo	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular,	
  a	
  continuación	
  examinamos	
  por	
  

inmunofluorescencia	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  distribución	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina.	
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Organización	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  

Algunas	
  moléculas	
  pequeñas	
  que	
  se	
  unen	
  a	
  la	
  actina	
  son	
  muy	
  útiles	
  para	
  visualizar	
  el	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  en	
  la	
  célula.	
  Estas	
  moléculas	
  incluyen	
  compuestos	
  estabilizadores	
  de	
  

actina-­‐F	
  como	
   la	
   faloidina.	
  En	
  efecto,	
   la	
   faloidina,	
   representa	
  una	
  herramienta	
   importante	
  

para	
   la	
   observación	
   de	
   actina-­‐F	
   en	
   células	
   fijadas	
   y	
   es	
   la	
   técnica	
   que	
   utilizamos	
   en	
   este	
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Figura 34. DhL afecta la formación de los filamentos largos de actina. Las células 
HeLa arrestadas con HU fueron tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 24 horas. Luego, 
mediante centrifugación se obtuvieron las fracciones de los monómeros, filamentos 
cortos y filamentos largos de actina y con iguales volúmenes de estas se realizó el 
Western blot para determinar los niveles de beta-actina. A) imágenes del revelado del 
Western blot con el anticuerpo específico para beta-actina y la tinción de la membrana 
con rojo punceau. B) Niveles de beta-actina en las tres fracciones obtenidas por 
centrifugación. Media ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p < 0,05 n=3.  
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trabajo	
   para	
   evaluar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   la	
   red	
   de	
   actina	
   durante	
   la	
  

migración	
  celular.	
  

Para	
  el	
  análisis	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  mediante	
  microscopia	
  de	
  fluorescencia,	
  se	
  

realizó	
  una	
  herida	
  en	
  la	
  monocapa	
  de	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  se	
  trataron	
  con	
  0	
  ó	
  

20	
   µM	
   DhL	
   por	
   6	
   y	
   24	
   horas.	
   Luego	
   del	
   tratamiento,	
   las	
   células	
   fueron	
   fijadas	
   y	
  

permeabilizadas,	
   y	
   se	
   incubaron	
   con	
   faloidina-­‐FITC	
   a	
   4ºC	
   por	
   18	
   horas.	
   Seguido	
   de	
   la	
  

incubación	
   y	
   los	
   pasos	
   de	
   lavado,	
   los	
   preparados	
   fueron	
   analizados	
   en	
   un	
   microscopio	
  

confocal.	
  	
  

El	
  examen	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  mediante	
  inmunofluorescencia	
  reveló	
  que	
  en	
  

las	
   células	
   controles,	
   a	
   las	
   6	
   y	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   células	
  

presentaron	
   filamentos	
  de	
  actina	
  en	
   la	
  periferia	
  celular.	
  En	
  cambio,	
  en	
  el	
   tratamiento	
  con	
  

DhL	
  en	
  una	
  gran	
  proporción	
  de	
  células	
  no	
  se	
  observaron	
  filamentos	
  de	
  actina.	
  En	
  las	
  células	
  

tratadas	
   con	
   DhL	
   por	
   6	
   horas,	
   no	
   se	
   observó	
   la	
   típica	
   red	
   de	
   filamentos	
   de	
   actina	
   que	
  

presentaban	
   las	
   células	
   controles,	
   en	
   cambio,	
   estos	
   se	
   encontraron	
   intensamente	
  

empaquetados	
   en	
   áreas	
   donde	
   normalmente	
   ocurre	
   una	
   rápida	
   polimerización	
   de	
   actina,	
  

como	
  son	
  las	
  nuevas	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana.	
  En	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  por	
  24	
  

horas,	
  tampoco	
  se	
  observó	
  la	
  red	
  de	
  filamentos	
  de	
  actina	
  en	
  la	
  periferia	
  celular,	
  en	
  cambio,	
  

se	
   formaron	
  pequeños	
  agregados	
  puntuales	
  a	
  través	
  de	
  todo	
  el	
  citoplasma.	
  Los	
  agregados	
  

producían	
   una	
   señal	
   difusa	
   en	
   el	
   citoplasma,	
   lo	
   que	
   sugería	
   la	
   formación	
   de	
   filamentos	
  

cortos	
  de	
  actina	
  (Figura 35	
  A).	
  La	
  cuantificación	
  del	
  número	
  de	
  células	
  según	
  la	
  distribución	
  

de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  reveló	
  que	
  el	
  87%	
  y	
  77%	
  de	
  las	
  células	
  controles	
  mostraban	
  una	
  

red	
   de	
   filamentos	
   de	
   actina	
   en	
   la	
   periferia	
   celular,	
   a	
   las	
   6	
   y	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
  

respectivamente.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   por	
   6	
   horas,	
   el	
   número	
   de	
  

células	
   con	
   una	
   red	
   de	
   filamentos	
   de	
   actina	
   disminuyó	
   a	
   42%	
   y	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
  

tratamiento	
  a	
  33%.	
  (Figura 35	
  B).	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   advertimos	
  que	
  DhL	
   tiene	
  un	
  dramático	
  efecto	
  en	
   la	
  organización	
  del	
  

citoesqueleto	
   de	
   actina,	
   sobre	
   todo	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   que	
   resulta	
   en	
   la	
  

desaparición	
  de	
  la	
  red	
  de	
  actina	
  y	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  agregados	
  citoplasmáticos.	
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La	
   función	
   del	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   es	
   fundamental	
   para	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
  

membrana	
   durante	
   la	
   migración	
   celular.	
   Debido	
   a	
   que	
   DhL	
   afecta	
   la	
   formación	
   de	
   los	
  

filamentos	
  de	
  actina,	
  nos	
  preguntamos	
  si	
  esto	
  se	
  refleja	
  en	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  

Control 

DhL 

6 h  24 h  

Figura 35. DhL altera el citoesqueleto de actina en las células HeLa. Se realizó la 
herida en células HeLa arrestadas con HU y se trataron con 0 ó 20 µM DhL por 6 y 24 
horas. A) Las células fueron fijadas y permeabilizadas, y se tiñeron los filamentos de 
actina con faloidina-FITC. El recuadro blanco indica el área ampliada. Barra 50 µm. B) 
Porcentaje de células tratadas con 0 y 20 µM DhL por 6 y 24 horas, que presentan una 
red de filamentos de actina en la periferia celular. Valor medio ± SEM, * diferencia 
significativa respecto al control, p < 0,05 n=3.  
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celular.	
   Para	
   averiguar	
   esto,	
   analizamos	
   mediante	
   video	
   microscopía	
   y	
   la	
   técnica	
   de	
  

kimografía,	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  ruffles.	
  

Actividad	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  	
  

La	
  kimografía,	
  es	
  una	
  técnica	
  que	
  permite	
  estudiar	
  los	
  movimientos	
  subcelulares	
  en	
  

regiones	
   definidas,	
   en	
   el	
   orden	
   de	
   segundos.	
   Generalmente,	
   puede	
   ser	
   aplicada	
   para	
  

cualquier	
  tipo	
  de	
  secuencia	
  de	
  imágenes	
  de	
  células	
  en	
  cultivo.	
  Esta	
  técnica	
  es	
  muy	
  adecuada	
  

para	
  cuantificar	
  la	
  protrusión	
  de	
  los	
  lamelipodios	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  ruffles.	
  	
  

Para	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular,	
  realizamos	
  

el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida	
   y	
   lo	
   grabamos	
   mediante	
   video	
   microscopía.	
   En	
   la	
   secuencia	
   de	
  

imágenes	
  obtenidas,	
  se	
  utilizó	
  la	
  kimografía	
  para	
  estudiar	
  la	
  dinámica	
  del	
  perímetro	
  celular.	
  	
  

Se	
   realizó	
   la	
   herida	
   en	
   una	
   monocapa	
   de	
   células	
   HeLa	
   arrestadas	
   con	
   HU	
   y	
   se	
  

trataron	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  6	
  horas.	
  Los	
  lamelipodios	
  (protrusiones	
  anchas	
  y	
  planas	
  del	
  

frente	
  de	
  avance	
  celular)	
  fueron	
  identificados	
  con	
  el	
  microscopio	
  óptico	
  de	
  contraste	
  de	
  fase	
  

y	
  en	
  éstos	
  se	
  tomaron	
  imágenes	
  cada	
  3	
  segundos,	
  por	
  15	
  minutos,	
  con	
  objetivo	
  20x.	
  	
  

El	
   procesamiento	
   de	
   las	
   imágenes	
   producidas	
   se	
   realizó	
   con	
   el	
   programa	
   Image	
   J.	
  

Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  monitorear	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular,	
  en	
  la	
  secuencia	
  de	
  

imágenes	
  se	
  marcó	
  una	
  región	
  de	
  interés	
  en	
  forma	
  de	
  línea.	
  Esta	
  línea	
  se	
  extendía	
  desde	
  el	
  

cuerpo	
  celular	
  y	
  cruzaba	
  transversalmente	
  la	
  lamela	
  hasta	
  una	
  zona	
  fuera	
  de	
  la	
  célula	
  (Figura 

36	
   A).	
   Las	
   estructuras	
   morfológicas	
   presentes	
   en	
   la	
   región	
   de	
   interés	
   correspondían	
   a	
  

pixeles	
   con	
   valores	
   de	
   grises.	
   Así,	
   quedaron	
   incluidos	
   distintos	
   valores	
   de	
   grises	
   de	
   las	
  

estructuras	
   visibles	
   en	
   contraste	
   de	
   fase.	
   Luego,	
  mediante	
   el	
   proceso	
   de	
   digitalización	
   se	
  

obtuvo	
  una	
  foto	
  con	
  un	
  ancho	
  de	
  1	
  pixel	
  de	
  la	
  región	
  celular	
  incluida	
  y	
  el	
  ordenamiento	
  de	
  

esta	
   en	
   una	
   secuencia	
   a	
   través	
   del	
   tiempo	
   produjo	
   una	
   imagen	
   que	
   correspondía	
   a	
   la	
  

kimografía	
  (Figura 36	
  A).	
  	
  

En	
   la	
   kimografía,	
   los	
   ruffles	
   se	
   observaron	
   con	
   apariencia	
   oscura,	
   de	
   movimiento	
  

centrípeto,	
  que	
  comenzaba	
  en	
  el	
  límite	
  de	
  la	
  célula	
  y	
  se	
  introducía	
  hacia	
  la	
  lamela.	
  Por	
  otro	
  

lado,	
  el	
  margen	
  de	
  la	
  célula	
  se	
  visualizó	
  como	
  una	
  línea	
  ondulante	
  a	
  través	
  del	
  tiempo.	
  Esta	
  

línea	
  ondulante	
  correspondía	
  a	
  la	
  protrusión	
  y	
  retracción	
  del	
  lamelipodio.	
  El	
  comienzo	
  de	
  la	
  

protrusión	
  fue	
  marcado	
  donde	
  el	
  margen	
  celular	
  empezaba	
  a	
  crecer.	
  En	
  correspondencia,	
  la	
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finalización	
  de	
  la	
  protrusión	
  fue	
  localizada	
  en	
  el	
  punto	
  donde	
  el	
  margen	
  celular	
  comenzaba	
  

a	
  declinar	
  (Figura 36	
  A).	
  	
  

Para	
   cuantificar	
   la	
   dinámica	
   del	
   frente	
   de	
   avance,	
   la	
   kimografía	
   fue	
   aplicada	
   en	
  

cuatro	
  regiones	
  de	
  interés	
  por	
  célula.	
  En	
  ellas,	
  identificamos	
  la	
  protrusión	
  del	
  lamelipodio	
  y	
  

la	
   formación	
   de	
   ruffles	
   y	
   se	
   calculó	
   la	
   frecuencia	
   de	
   protrusión	
   de	
   los	
   lamelipodios	
  

(protrusiones	
  por	
  hora),	
  la	
  frecuencia	
  de	
  formación	
  de	
  ruffles	
  (número	
  de	
  ruffles	
  por	
  hora)	
  y	
  

la	
  vida	
  media	
  de	
  los	
  ruffles	
  (tiempo	
  entre	
  su	
  aparición	
  y	
  desaparición).	
  	
  	
  

En	
  la	
  kimografía	
  de	
  las	
  células	
  controles,	
  observamos	
  un	
  frente	
  de	
  avance	
  dinámico	
  

con	
  frecuentes	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  varios	
  ruffles.	
  En	
  cambio,	
  la	
  

kimografía	
   de	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   reveló	
   un	
   frente	
   de	
   avance	
   enlentecido,	
   sin	
  

importantes	
   protrusiones	
   de	
   la	
   membrana,	
   formación	
   de	
   pocos	
   ruffles	
   y	
   estos	
   se	
  

presentaban	
   con	
   mayor	
   duración	
   (Figura 36	
   A).	
   La	
   cuantificación	
   de	
   estas	
   estructuras	
  

demostró	
  que	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  se	
  produjeron	
  21	
  protrusiones/hora	
  y	
  en	
  las	
  células	
  

tratadas	
   con	
  DhL	
   6	
   protrusiones/hora.	
   En	
   cuanto	
   a	
   los	
   ruffles,	
   en	
   las	
   células	
   controles	
   la	
  

frecuencia	
  de	
  formación	
  de	
  ruffles	
   fue	
  de	
  21	
  ruffles/hora	
  y	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  

de	
  8	
  ruffles/hora.	
  Con	
  respecto	
  a	
  la	
  vida	
  media	
  de	
  los	
  ruffles,	
  esta	
  fue	
  de	
  1,5	
  minutos	
  en	
  las	
  

células	
  controles	
  y	
  de	
  7,4	
  minutos	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  (Figura 36	
  B).	
  	
  

Por	
  lo	
  tanto,	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  produjo	
  cambios	
  característicos	
  y	
  significativos	
  

en	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  de	
  las	
  células	
  HeLa.	
  Luego	
  del	
  tratamiento	
  con	
  DhL,	
  la	
  

frecuencia	
   de	
   protrusión	
   de	
   los	
   lamelipodios	
   y	
   la	
   frecuencia	
   de	
   formación	
   de	
   ruffles	
  

disminuyó,	
  mientras	
  que	
  la	
  vida	
  media	
  de	
  los	
  ruffles	
  aumentó.	
  De	
  esta	
  manera,	
  concluimos	
  

que	
  DhL	
  afecta	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular.	
  

De	
   forma	
   complementaria,	
   para	
   estudiar	
   con	
   mayor	
   detalle	
   la	
   formación	
   de	
   los	
  

ruffles,	
  las	
  células	
  fueron	
  analizadas	
  mediante	
  microscopía	
  electrónica	
  de	
  barrido.	
  	
  

Se	
  realizó	
  la	
  herida	
  en	
  la	
  monocapa	
  de	
  células	
  HeLa	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  se	
  trataron	
  

con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  6	
  y	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  las	
  células	
  se	
  fijaron	
  y	
  deshidrataron,	
  se	
  realizó	
  

el	
  punto	
  crítico	
  de	
  secado	
  y	
  metalizado.	
  Posteriormente,	
  se	
  observaron	
  en	
  un	
  microscopio	
  

electrónico	
  de	
  barrido.	
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La	
   observación	
   de	
   las	
   células	
   controles,	
   tanto	
   a	
   las	
   6	
   como	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
  

tratamiento,	
   demostró	
   que	
   en	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
   la	
   membrana	
   se	
   encuentra	
   plana	
   y	
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Figura 36. DhL altera la dinámica del frente de avance de las células HeLa. Se 
realizó la herida en una monocapa de células HeLa, se arrestaron con HU y se trataron 
con 0 ó 20 µM DhL. A las 6 horas, se tomaron imágenes del margen de la herida, cada 
3 segundos, durante 15 minutos. A) Imágenes en contraste de fase y kimografía del 
frente de avance de las células HeLa, a las 6 horas de tratamiento con 0 y 20 µM DhL. 
La línea negra indica donde se realizó la kimografía. Barra 50 µm. B) Protrusiones de la 
membrana por hora, frecuencia de ruffles y vida media de los ruffles, a las 6 horas de 
tratamiento con 0 y 20 µM DhL. Valor medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al 
control, p<0,05 n=5 
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adherida	
   al	
   sustrato.	
   En	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   por	
   6	
   horas,	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
  

presentó	
   características	
   similares	
   al	
   de	
   las	
   células	
   controles.	
   En	
   cambio,	
   en	
   las	
   células	
  

tratadas	
  con	
  DhL	
  por	
  24	
  horas,	
  se	
  evidenció	
  claramente	
  en	
  la	
  superficie	
  de	
  las	
  protrusiones	
  

de	
  la	
  membrana,	
  la	
  formación	
  de	
  estructuras	
  anulares	
  semejantes	
  a	
  ruffles	
  circulares	
  (Figura 

37).	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
  concluimos	
  que	
  DhL	
   induce	
   la	
   formación	
  de	
  ruffles	
   circulares	
  a	
   las	
  24	
  

horas	
  de	
  tratamiento.	
  

	
  

	
  

Debido	
  a	
  que	
  DhL	
  altera	
  la	
  formación	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular	
  y	
  como	
  la	
  proteína	
  

Rac1	
   estimula	
   la	
   polimerización	
   de	
   actina	
   y	
   la	
   formación	
   de	
   los	
   lamelipodios,	
   nos	
  

preguntamos	
  si	
  el	
  tratamiento	
  con	
  este	
  compuesto	
  afecta	
  la	
  distribución	
  celular	
  de	
  Rac1	
  y	
  

su	
   activación.	
   Para	
   contestar	
   esta	
   pregunta	
   realizamos	
   en	
   las	
   células	
   HeLa	
  	
  

inmunofluorescencia	
  y	
  pull	
  down.	
  	
  

Figura 37. DhL induce la formación de ruffles circulares a las 24 horas de 
tratamiento. Se realizó la herida en las células HeLa arrestadas con HU y se trataron con 
0 ó 20 µM DhL por 6 y 24 horas. A) Las células fueron fijadas, deshidratadas, y se les 
realizó punto crítico y metalizado para ser observadas con un microscopio electronico de 
barrido. Barra 10 µm.  
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Distribución	
  de	
  Rac1	
  

Con	
   el	
   fin	
   de	
   dilucidar	
   el	
   mecanismo	
   por	
   el	
   cual	
   DhL	
   afecta	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
  

membrana	
  plasmática,	
   estudiamos	
  mediante	
   inmunofluorescencia	
   la	
  distribución	
  de	
  Rac1	
  

en	
  el	
  frente	
  de	
  avance	
  celular.	
  	
  

Se	
   realizó	
   una	
   herida	
   en	
   la	
  monocapa	
   de	
   células	
  HeLa	
   arrestadas	
   con	
  HU	
   y	
   se	
   las	
  

trató	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  6	
  y	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  las	
  células	
  fueron	
  fijadas,	
  permeabilizadas	
  

y	
   se	
   realizó	
   la	
   tinción	
   de	
   Rac1	
   con	
   el	
   anticuerpo	
   primario	
   anti-­‐Rac1.	
   Como	
   anticuerpo	
  

secundario	
   se	
   utilizó	
   el	
   anti	
   IgG-­‐ratón-­‐Cy3	
   y	
   los	
   preparados	
   se	
   analizaron	
   en	
   un	
  

microscopio	
  confocal.	
  	
  

La	
   observación	
   de	
   Rac1	
   por	
   inmunofluorescencia	
   demostró	
   que	
   en	
   las	
   células	
  

controles,	
   a	
   las	
   6	
   y	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   esta	
   proteína	
   se	
   encuentra	
   dispersa	
   en	
   el	
  

citoplasma	
   y	
   ligeramente	
   concentrada	
   en	
   las	
   protrusiones	
   de	
   la	
  membrana	
   del	
   frente	
   de	
  

avance	
   celular.	
   En	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   por	
   6	
   horas,	
   Rac1	
   se	
   observa	
   en	
   mayor	
  

concentración	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana	
  comparado	
  con	
  las	
  células	
  controles.	
  Por	
  

otro	
   lado,	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
  DhL	
   por	
   24	
   horas	
  mostraron	
   acumulación	
   de	
   Rac1	
   en	
  

forma	
  anular	
  (Figura 38	
  A).	
  La	
  cuantificación	
  demostró	
  que	
  en	
  las	
  células	
  controles	
  solo	
  el	
  13	
  

y	
  10%	
  presentaban	
  acumulación	
  de	
  Rac1	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana	
  a	
  las	
  6	
  y	
  24	
  

horas	
  de	
  tratamiento,	
  respectivamente.	
  En	
  cambio,	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  DhL	
  por	
  6	
  y	
  

24	
  horas,	
  el	
  42	
  y	
  60%,	
  respectivamente,	
  mostraron	
  una	
  importante	
  acumulación	
  de	
  Rac1	
  en	
  

las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana	
  (Figura 38	
  B).	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   concluimos	
   que	
   DhL	
   afecta	
   la	
   distribución	
   de	
   Rac1	
   en	
   la	
   célula	
  

produciendo	
  su	
  acumulación	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana.	
  

Activación	
  de	
  Rac1	
  

Rac1	
   es	
   una	
   Rho	
   GTPasa	
   que	
   cicla	
   entre	
   el	
   estado	
   activo	
   unido	
   a	
   GTP	
   y	
   el	
   estado	
  

inactivo	
   unido	
   a	
   GDP.	
   Rac1-­‐GTP	
   actúa	
   sobre	
   proteínas	
   efectoras	
   que	
   estimulan	
   la	
  

polimerización	
  de	
  actina	
  en	
  una	
  red	
  que	
  da	
  lugar	
  al	
  desarrollo	
  del	
  lamelipodio.	
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El	
  pull	
  down	
  es	
  una	
  herramienta	
  que	
  nos	
  permite	
  separar	
  Rac1	
  unida	
  a	
  GTP	
  a	
  partir	
  

de	
  los	
  lisados	
  celulares.	
  Luego,	
  mediante	
  Western	
  blot	
  podemos	
  medir	
  la	
  concentración	
  de	
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Figura 38. DhL modifica la distribución de Rac1 en las protrusiones de la 
membrana en las células HeLa. Se realizó la herida en las células HeLa arrestadas 
con HU y se trataron con 0 ó 20 µM DhL por 6 y 24 horas. A) Las células fueron fijadas, 
permeabilizadas y se tiñó la proteína Rac1 con el anticuerpo específico. Como 
anticuerpo secundario se utilizó anti-ratón-Cy3. El recuadro blanco indica el área 
ampliada. Barra 50 µm. B) Porcentaje de células tratadas con 0 y 20 µM DhL por 6 y 24 
horas, con acumulación de la proteína Rac1 en las protrusiones de la membrana. Valor 
medio ± SEM, * diferencia significativa respecto al control, p < 0,05 n=3.  
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esta	
  proteína	
  y	
  de	
  esa	
  manera	
  estimar	
  los	
  niveles	
  de	
  activación	
  de	
  Rac1.	
  	
  

Para	
  realizar	
  el	
  pull	
  down,	
  utilizamos	
  partículas	
  de	
  agarosa	
  adheridas	
  a	
   la	
  proteína	
  

de	
   fusión	
   GST	
   con	
   el	
   dominio	
   de	
   unión	
   PBD.	
   El	
   dominio	
   GST-­‐PBD	
   tiene	
   la	
   capacidad	
   de	
  

unirse	
  a	
  Rac1	
  cuando	
  esta	
  se	
  encuentra	
  unida	
  a	
  GTP.	
  	
  

Para	
  realizar	
  esta	
  técnica,	
  las	
  células	
  HeLa	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  

ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  6	
  y	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  las	
  células	
  fueron	
  tratadas	
  con	
  un	
  buffer	
  de	
  lisis.	
  Una	
  

pequeña	
   cantidad	
  del	
   lisado	
   celular	
   fue	
   guardado	
  para	
  medir	
  Rac1	
   total	
   (fracción	
  1)	
   y	
   el	
  

resto	
   fue	
   incubado	
   con	
   las	
   partículas	
   de	
   agarosa-­‐GST-­‐PBD.	
   Posteriormente,	
   las	
   partículas	
  

fueron	
  centrifugadas	
  quedando	
  en	
  el	
  sobrenadante	
  Rac1	
  unido	
  a	
  GDP,	
  y	
  en	
  el	
  precipitado	
  

las	
  partículas	
  unidas	
  a	
  Rac1-­‐GTP	
  (Fracción	
  2).	
  Finalmente,	
  se	
  realizó	
  el	
  Western	
  blot	
  con	
  la	
  

fracción	
  1	
  y	
  2.	
  Para	
  el	
  revelado	
  del	
  Western	
  blot	
  se	
  utilizó	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  anti-­‐Rac1	
  

y	
  el	
  anticuerpo	
  secundario	
  acoplado	
  a	
  HRP.	
  

	
  

El	
   revelado	
   del	
  Western	
   blot,	
   perteneciente	
   al	
   pull	
   down	
   de	
   Rac1-­‐GTP	
   y	
   al	
   lisado	
  

total,	
  mostró	
  las	
  bandas	
  de	
  Rac1	
  a	
  la	
  altura	
  de	
  21	
  kDa,	
  correspondientes	
  a	
  Rac1-­‐GTP	
  y	
  Rac1	
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Figura 39. DhL disminuye la activación de Rac1 en las células HeLa. Las células 
HeLa fueron arrestadas con HU y tratadas con 0 ó 20 µM DhL por 6 y 24 horas. Luego, 
las células fueron lisadas y el Rac1-GTP presente en los lisados celulares fue aislado 
mediante el ensayo de pull down, utilizando partículas de agarosa unidas a GST-PBD. El 
Rac1 total y unido a GTP fue detectado por Western blot. A) Niveles de Rac1-GTP y 
Rac1 total en las células HeLa tratadas con 0 y 20 µM DhL por 6 y 24 horas. B) 
Cuantificación de la relación Rac1-GTP/Rac1 total. Valor medio ± SEM, * diferencia 
significativa respecto al control, p<0,05 n=2 
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total	
  respectivamente.	
  En	
  este,	
  observamos	
  que	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  de	
  los	
  niveles	
  

de	
  Rac1-­‐GTP	
  tanto	
  a	
  las	
  6,	
  como	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento	
  (Figura 39	
  A).	
  La	
  medición	
  de	
  

la	
  densidad	
  óptica	
  de	
   las	
  bandas	
  y	
   la	
  determinación	
  de	
   la	
  relación	
  entre	
  Rac1-­‐GTP	
  y	
  Rac1	
  

total	
   reveló	
  que	
  el	
   tratamiento	
   con	
  DhL	
  produjo	
  una	
  disminución	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  Rac1-­‐

GTP	
  de	
  37%	
  a	
  las	
  6	
  horas	
  y	
  de	
  50%	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  (Figura 39	
  B).	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  consideramos	
  

que	
   DhL	
   afecta	
   la	
   activación	
   de	
   Rac1	
   debido	
   a	
   que	
   con	
   el	
   tratamiento	
   disminuyen	
  

significativamente	
  los	
  niveles	
  de	
  Rac1	
  unido	
  a	
  GTP.	
  	
  

	
  

Conclusión	
  

En	
   esta	
   sección	
   hemos	
   analizado	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   motilidad	
   y	
   morfología	
  

celular,	
  y	
  en	
  las	
  proteínas	
  que	
  regulan	
  el	
  citoesqueleto.	
  	
  	
  

La	
  migración	
  celular	
  fue	
  evaluada	
  mediante	
  dos	
  técnicas:	
  el	
  ensayo	
  de	
  la	
  herida	
  y	
  el	
  

ensayo	
  de	
  migración	
  transwell.	
  El	
  ensayo	
  de	
  la	
  herida	
  se	
  caracteriza	
  porque	
  se	
  produce	
  un	
  

estímulo	
  físico	
  de	
  la	
  migración,	
  debido	
  a	
  la	
  perdida	
  del	
  contacto	
  célula-­‐célula	
  al	
  realizar	
  la	
  

herida.	
  En	
  cambio,	
  en	
  el	
  ensayo	
  transwell	
  el	
  estímulo	
  migratorio	
  es	
  quimiotáctico,	
  donde	
  las	
  

células	
   son	
   atraídas	
   hacia	
   la	
   cámara	
   inferior	
   mediante	
   el	
   SFB.	
   Estos	
   ensayos	
   fueron	
  

realizados	
  en	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  con	
  concentraciones	
  de	
  hasta	
  20	
  µM	
  DhL.	
  En	
  

el	
  ensayo	
  de	
   la	
  herida,	
  20	
  µM	
  DhL	
  produjo	
  una	
   inhibición	
  comparable	
  a	
   la	
  producida	
  por	
  

CitB,	
   el	
   cual	
   afecta	
   la	
   polimerización	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   e	
   inhibe	
   la	
   migración	
  

celular.	
  Específicamente,	
  20	
  µM	
  DhL	
  redujo	
  la	
  migración	
  un	
  42%,	
  25%	
  y	
  46%	
  en	
  las	
  células	
  

HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10,	
   respectivamente.	
   En	
   el	
   ensayo	
   de	
  migración	
   transwell	
   el	
   efecto	
  

inhibitorio	
  de	
  DhL	
  fue	
  más	
  marcado	
  y	
  20	
  µM	
  DhL	
  inhibió	
  la	
  migración	
  un	
  63%,	
  71%	
  y	
  43%	
  

en	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10,	
   respectivamente.	
   En	
   base	
   a	
   estos	
   resultados,	
  

consideramos	
  que	
  DhL	
  efectivamente	
  inhibe	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  tres	
  líneas	
  celulares.	
  

Luego,	
   para	
   determinar	
   el	
   mecanismo	
   por	
   el	
   cual	
   DhL	
   inhibe	
   la	
   migración,	
  

estudiamos	
   la	
   velocidad	
   y	
   direccionalidad	
   celular.	
   Para	
   esto,	
   realizamos	
   la	
   herida	
   como	
  

estímulo	
  migratorio	
  y	
  utilizamos	
  las	
  técnicas	
  de	
  video-­‐microscopia	
  y	
  rastreo	
  celular.	
  Como	
  

resultado	
  del	
  rastreo	
  de	
  las	
  células	
  HeLa	
  durante	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento,	
  DhL	
  no	
  mostró	
  

alteraciones	
  en	
   la	
  direccionalidad,	
  pero	
  si	
  disminuyó	
  significativamente	
  un	
  49%	
  y	
  53%	
  la	
  

velocidad	
  de	
  migración,	
   a	
   las	
  6	
  y	
  12	
  horas	
  de	
   tratamiento,	
   respectivamente.	
  Por	
   lo	
   tanto,	
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concluimos	
  que	
  DhL	
  reduce	
  la	
  velocidad	
  de	
  migración	
  en	
  las	
  células	
  HeLa.	
  	
  

Luego,	
   observamos	
   que	
   DhL	
   altera	
   la	
   morfología	
   de	
   las	
   células	
   HeLa.	
   Debido	
   al	
  

tratamiento,	
  las	
  células	
  disminuían	
  de	
  tamaño,	
  se	
  alargaban,	
  emitían	
  procesos	
  y	
  se	
  reducían	
  

las	
   dimensiones	
   del	
   frente	
   celular.	
   Como	
   la	
   morfología	
   de	
   la	
   célula	
   depende	
   de	
   la	
  

organización	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  

en	
   la	
   formación	
   de	
   estas	
   estructuras.	
   El	
   análisis	
   de	
   los	
   microtúbulos	
   por	
  

inmunofluorescencia	
   demostró	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   altera	
   la	
   típica	
   organización	
  

radial	
   de	
   los	
  mismos.	
   Las	
   células	
   tratadas	
   con	
   DhL	
   presentaban	
   zonas	
   del	
   frente	
   celular	
  

ausentes	
  de	
  microtúbulos	
  y	
  estos	
  se	
  concentraban	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana.	
  	
  

Además,	
   el	
   análisis	
   por	
   inmunofluorescencia	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina	
   evidenció	
  

que	
   DhL	
   también	
   afecta	
   al	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   en	
   las	
   células	
   HeLa.	
   En	
   las	
   células	
  

tratadas	
  con	
  DhL	
  observamos	
  la	
  ausencia	
  de	
   la	
  red	
  de	
  filamentos	
  de	
  actina	
  en	
   la	
  periferia	
  

celular,	
   sin	
   embargo,	
   se	
   formaron	
   pequeños	
   agregados	
   citoplasmáticos	
   que	
   podrían	
  

corresponder	
   a	
   filamentos	
   cortos	
   de	
   actina.	
   Luego,	
   el	
   estudio	
   del	
   fraccionamiento	
   del	
  

citoesqueleto	
   de	
   actina	
   en	
   monómeros,	
   filamentos	
   cortos	
   y	
   filamentos	
   largos,	
   mediante	
  

centrifugación	
   y	
  Western	
   blot,	
   reveló	
   que	
  DhL	
   aumenta	
   la	
   proporción	
   de	
  monómeros	
   de	
  

actina,	
   mientras	
   disminuye	
   la	
   proporción	
   de	
   filamentos	
   largos.	
   En	
   base	
   a	
   esto,	
  

consideramos	
  que	
   los	
  cambios	
  profundos	
  que	
  se	
  producen	
  en	
   la	
  morfología	
  de	
   las	
  células	
  

tratadas	
  con	
  DhL,	
  podrían	
  deberse	
  a	
   las	
  alteraciones	
  que	
  presentan	
   los	
  microtúbulos	
  y	
  el	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  en	
  consecuencia,	
  producirse	
  una	
  migración	
  deficiente.	
  	
  

Posteriormente,	
   evaluamos	
   la	
   dinámica	
   del	
   frente	
   de	
   avance	
   celular	
   por	
   video-­‐

microscopia.	
  Con	
  la	
  técnica	
  de	
  kimografía,	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  protrusión	
  de	
  

la	
  membrana,	
  la	
  formación	
  de	
  ruffles	
  y	
  la	
  vida	
  media	
  de	
  estos	
  últimos.	
  Así,	
  descubrimos	
  que	
  

DhL	
  produce	
  un	
  enlentecimiento	
  en	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  de	
  las	
  células	
  HeLa.	
  En	
  

estas,	
   identificamos	
   que	
   DhL	
   produce	
   inhibición	
   de	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
   membrana,	
  

disminución	
  en	
  la	
  frecuencia	
  de	
  los	
  ruffles	
  y	
  aumento	
  de	
  la	
  vida	
  media	
  de	
  los	
  ruffles.	
  Luego,	
  

para	
   analizar	
   con	
   más	
   detalles	
   la	
   formación	
   de	
   los	
   ruffles,	
   observamos	
   mediante	
  

microscopia	
  electrónica	
  de	
  barrido,	
   el	
   efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
   frente	
  de	
  avance	
  de	
   las	
   células	
  

HeLa.	
   Así,	
   descubrimos	
   que	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   en	
   las	
   protrusiones	
   de	
   la	
  

membrana	
  se	
  forman	
  estructuras	
  anulares	
  que	
  parecerían	
  corresponder	
  a	
  ruffles	
  circulares.	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   consideramos	
   que	
  DhL	
   afecta	
   la	
   dinámica	
   y	
   estructura	
   del	
   frente	
   de	
   avance	
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celular.	
  

Debido	
   a	
   que	
   la	
   polimerización	
   de	
   actina	
   y	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
   membrana	
   son	
  

estimulados	
   por	
   la	
   Rho	
   GTPasa	
   Rac1	
   y	
   sus	
   efectores,	
   a	
   continuación,	
   estudiamos	
   por	
  

inmunofluorescencia	
   la	
  distribución	
   celular	
  de	
  Rac1.	
  Así,	
   evidenciamos	
  que	
  en	
   las	
   células	
  

tratadas	
  con	
  DhL,	
  se	
  produce	
  la	
  acumulación	
  de	
  Rac1	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  

a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
   la	
   acumulación	
   de	
   Rac1	
   se	
   produce	
   de	
   manera	
   anular,	
  

sugiriendo	
  su	
  localización	
  en	
  ruffles	
  circulares.	
  Por	
  último,	
  para	
  determinar	
  si	
  DhL	
  afecta	
  la	
  

activación	
   de	
   Rac1,	
   realizamos	
   pull	
   down	
   para	
   Rac1-­‐GTP	
   y	
   así	
   descubrimos	
   que	
   DhL	
  

significativamente	
  reduce	
  la	
  concentración	
  de	
  Rac1	
  activo.	
  	
  

Rac1	
  es	
  una	
  proteína	
  clave	
  de	
  la	
  migración	
  celular	
  porque	
  estimula	
  la	
  polimerización	
  

de	
  actina	
  y	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana.	
  Consideramos	
  que	
  la	
  alteración	
  en	
  la	
  morfología,	
  

la	
   afección	
   en	
   el	
   citoesqueleto	
   y	
   el	
   enlentecimiento	
   de	
   la	
   dinámica	
   del	
   frente	
   de	
   avance	
  

celular,	
   están	
   relacionados	
   con	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   Rac1,	
   que	
   provoca	
   la	
  

inhibición	
  de	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  y	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  en	
  consecuencia,	
  

una	
  sustancial	
  inhibición	
  de	
  la	
  migración	
  celular.	
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El	
  cáncer	
  es	
  una	
  enfermedad	
  donde	
   las	
  células	
  se	
  dividen	
  de	
   forma	
  incontrolada,	
  y	
  

son	
   capaces	
   de	
   invadir	
   localmente	
   y	
   a	
   distancia,	
   otros	
   tejidos.	
   Es	
   la	
   segunda	
   causa	
   de	
  

muerte	
  en	
  los	
  países	
  del	
  primer	
  mundo,	
  detrás	
  de	
  la	
  enfermedad	
  cardiovascular	
  [39].	
  	
  	
  

En	
  el	
  hombre,	
  el	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  es	
  el	
  más	
  frecuente	
  y	
  en	
   la	
  mujer,	
  el	
  de	
  mama.	
  

Pero,	
   debido	
   a	
   que	
   en	
   el	
   cáncer	
   de	
   próstata	
   y	
   mama	
   se	
   llega	
   en	
   muchos	
   casos	
   a	
   un	
  

tratamiento	
  satisfactorio,	
  es	
  el	
  cáncer	
  de	
  pulmón	
  el	
  que	
  produce	
  mayor	
  número	
  de	
  muertes	
  

en	
  ambos	
   sexos.	
  En	
  niños	
  y	
  adolescentes	
  en	
   cambio,	
   la	
   leucemia	
  es	
  el	
   cáncer	
  más	
   común	
  

[140].	
  

La	
   metástasis	
   se	
   produce	
   porque	
   las	
   células	
   tumorales	
   se	
   separan	
   del	
   cáncer	
  

primario	
  y	
  migran	
  hacia	
  otras	
  partes	
  del	
  cuerpo	
  donde	
  desarrollan	
  nuevos	
  tumores.	
  Debido	
  

a	
   su	
   naturaleza	
   sistémica	
   y	
   a	
   la	
   resistencia	
   de	
   las	
   células	
   diseminadas	
   a	
   los	
   agentes	
  

terapéuticos,	
  ésta	
  es	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  veces,	
  una	
  enfermedad	
  incurable	
  que	
  produce	
  el	
  90%	
  

de	
  las	
  muertes	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  cáncer	
  [141].	
  

El	
   proceso	
   metastásico	
   se	
   produce	
   porque	
   las	
   células	
   tumorales	
   adquieren	
   un	
  

fenotipo	
  con	
  características	
  migratorias	
  e	
  invasivas,	
  lo	
  que	
  les	
  permite	
  alcanzar	
  los	
  tejidos	
  

distantes.	
  Es	
   importante	
  recalcar	
  que	
  el	
  proceso	
  de	
  metástasis	
  comienza	
  antes	
  de	
  que	
   las	
  

células	
   abandonen	
  el	
   tumor	
  primario.	
   Las	
   células	
   son	
   capaces	
  de	
  modificar	
   a	
  distancia	
   el	
  

lugar	
   donde	
   se	
   van	
   a	
   instalar,	
   movilizar	
   factores	
   de	
   crecimiento,	
   modificar	
   el	
   estroma	
  

celular	
  y	
  la	
  arquitectura	
  de	
  la	
  MEC,	
  y	
  generar	
  lo	
  que	
  se	
  llama	
  el	
  nicho	
  pre-­‐metastásico	
  [142].	
  

Los	
  clásicos	
  tratamientos	
  para	
  el	
  cáncer,	
  es	
  decir,	
  la	
  radioterapia	
  o	
  la	
  quimioterapia,	
  

están	
  dirigidos	
  principalmente	
  a	
  células	
  que	
  proliferan	
  rápidamente,	
  mediante	
  la	
  inhibición	
  

de	
   la	
  replicación	
  y	
  reparación	
  del	
  ADN,	
  o	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  El	
  problema	
  es	
  que	
  muchos	
  de	
  

estos	
   tratamientos	
   también	
   afectan	
   a	
   las	
   células	
   normales,	
   por	
   eso	
   las	
   investigaciones	
  

actuales	
  están	
  enfocadas	
  en	
  generar	
  tratamientos	
  específicos	
  para	
  atacar	
  a	
  los	
  mecanismos	
  

moleculares	
  del	
  cáncer	
  [143].	
  

Específicamente,	
   la	
  migración	
   celular	
  más	
   que	
   la	
   proliferación,	
   distingue	
   al	
   cáncer	
  

metastásico	
  de	
  los	
  tumores	
  benignos.	
  Por	
  eso,	
  los	
  tratamientos	
  dirigidos	
  contra	
  la	
  motilidad	
  

de	
   las	
   células	
   tumorales	
   podrían	
   eliminar	
   la	
   amenaza	
   de	
   la	
   enfermedad	
   sistémica.	
   El	
  

bloqueo	
  de	
  la	
  motilidad	
  celular	
  en	
  un	
  tumor	
  primario	
  es	
  útil	
  para	
  limitar	
  la	
  invasión	
  local	
  y	
  	
  

de	
   esta	
  manera,	
   se	
   ataca	
   al	
   proceso	
  metastásico	
  desde	
   sus	
   comienzos.	
   Por	
   ejemplo,	
   en	
   el	
  

cáncer	
  pancreático	
  agresivo,	
  se	
  produce	
  infiltrado	
  en	
  los	
  tejidos	
  adyacentes	
  y	
  esto	
  suele	
  ser	
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incurable	
   incluso	
  en	
  ausencia	
  de	
  metástasis,	
  sobre	
  todo	
  porque	
  la	
   intervención	
  quirúrgica	
  

es	
   inefectiva	
   en	
   este	
   caso.	
   Así,	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   migración	
   celular	
   promete	
   mejorar	
   la	
  

terapia	
   de	
   este	
   tipo	
   de	
   dolencias	
   porque	
   previene	
   la	
   infiltración	
   y	
   expansión	
   tumoral.	
  

Además,	
  es	
  necesario	
  considerar	
  las	
  terapias	
  dirigidas	
  a	
  vías	
  moleculares	
  que	
  gobiernan	
  las	
  

interacciones	
   tumor-­‐estroma	
   (por	
   ejemplo,	
   atacar	
   el	
   proceso	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   células	
  

tumorales	
   a	
   la	
   MEC),	
   y	
   definir	
   la	
   mejor	
   manera	
   de	
   combinar	
   los	
   distintos	
   agentes	
  

oncológicos	
  para	
  lograr	
  el	
  máximo	
  beneficio	
  terapéutico.	
  Así,	
  se	
  disminuye	
  la	
  necesidad	
  de	
  

recurrir	
  a	
  agresivas	
  terapias	
  citotóxicas	
  que	
  actualmente	
  se	
  utilizan	
  para	
  reducir	
  el	
  riesgo	
  

de	
  diseminación	
  metastásica	
  [144].	
  

Debido	
   a	
   la	
   alta	
   tasa	
   de	
   muerte	
   de	
   pacientes	
   con	
   cáncer	
   y	
   los	
   serios	
   efectos	
  

secundarios	
   de	
   la	
   quimioterapia	
   y	
   radioterapia,	
   muchos	
   pacientes	
   buscan	
   tratamientos	
  

alternativos	
  y/o	
  complementarios	
   [145].	
  Varios	
   son	
   los	
  productos	
  de	
  plantas	
  medicinales	
  

que	
   han	
   demostrado	
   resultados	
   positivos	
   contra	
   diferentes	
   tipos	
   de	
   tumores.	
  Muchos	
   de	
  

estos	
  han	
  resultado	
  ser	
  efectivos	
  no	
  solo	
  en	
  ensayos	
  experimentales	
  en	
  el	
  laboratorio	
  sino	
  

también	
  en	
  casos	
  clínicos	
  [146].	
  

Las	
   LSs	
   son	
   metabolitos	
   secundarios	
   activos,	
   derivados	
   de	
   una	
   gran	
   variedad	
   de	
  

plantas,	
   que	
   se	
   utilizan	
   en	
   la	
   medicina	
   tradicional.	
   En	
   los	
   últimos	
   años,	
   las	
   propiedades	
  

anticancerígenas	
   de	
   varias	
   LSs	
   han	
   generado	
   gran	
   interés	
   y	
   numerosos	
   trabajos	
   de	
  

investigación	
  se	
  han	
  realizado	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  caracterizar	
  los	
  mecanismos	
  moleculares,	
  para	
  

su	
  aplicación	
  en	
  la	
  prevención	
  y	
  tratamiento	
  del	
  cáncer.	
  En	
  general,	
  las	
  LSs	
  tienen	
  actividad	
  

antimicrobiana,	
  antiinflamatoria	
  y	
  anticancerígena,	
  lo	
  cual	
  las	
  hace	
  muy	
  interesante	
  para	
  la	
  

investigación	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   nuevos	
   fármacos.	
   Además,	
   han	
   demostrado	
   cierta	
  

selectividad	
   para	
   la	
   células	
   tumorales,	
   lo	
   que	
   las	
   hace	
   más	
   interesantes	
   para	
   los	
  

tratamientos	
  oncológicos	
  [71].	
  	
  

DhL	
  es	
  una	
  LS	
  aislada	
  de	
  las	
  hojas	
  de	
  la	
  planta	
  medicinal	
  llamada	
  matico,	
  que	
  crece	
  

en	
   Argentina.	
   Popularmente	
   se	
   utiliza	
   la	
   infusión	
   de	
   las	
   hojas	
   del	
   matico	
   por	
   sus	
  

propiedades	
  citoprotectoras	
  contra	
  la	
  úlcera	
  péptica	
  y	
  en	
  el	
  tratamiento	
  externo	
  de	
  lesiones	
  

en	
   la	
  piel.	
  Numerosas	
  publicaciones	
  han	
  demostrado	
  la	
  acción	
  de	
  DhL	
  como	
  antidiarreica,	
  

antiinflamatoria,	
   antiparasitaria,	
   antibacteriana,	
   antiproliferativa	
   y	
   antitumoral	
   [86],	
   [57],	
  

[61]–[64].	
   El	
   efecto	
   antiinflamatorio	
   de	
   DhL	
   parece	
   deberse	
   a	
   una	
   interferencia	
   de	
   la	
  

señalización	
   del	
   NFkB	
   y	
   la	
   producción	
   de	
   citoquinas	
   [83].	
   Como	
   antiproliferativo,	
   se	
   ha	
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observado	
  que	
  DhL	
  produce	
  en	
  G2,	
  un	
  arresto	
  transciente	
  del	
  ciclo	
  celular	
  [98],	
  [89],	
  [99].	
  

Adicionalmente,	
  se	
   le	
  atribuye	
  a	
  DhL	
  un	
  efecto	
  antitumoral	
  porque	
   inhibe	
   la	
  proliferación	
  

celular	
  en	
  varias	
  líneas	
  de	
  células	
  tumorales.	
  Trabajos	
  recientes	
  de	
  nuestro	
  laboratorio	
  han	
  

demostrado	
   que	
   DhL	
   induce	
   senescencia	
   o	
   apoptosis	
   en	
   las	
   células	
   HeLa,	
   junto	
   a	
   la	
  

acumulación	
  de	
  marcadores	
  de	
  daño	
  del	
  ADN	
  [90].	
  	
  

En	
  este	
  trabajo	
  nos	
  propusimos	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  inhibitorio	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  

adhesión,	
  invasión	
  y	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo.	
  Con	
  el	
  fin	
  de	
  demostrar	
  

que	
  DhL	
  tiene	
  potencial	
  para	
  ser	
  considerada	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  tratamientos	
  oncológicos.	
  

Como	
   modelo	
   de	
   estudio	
   utilizamos	
   líneas	
   de	
   células	
   tumorales	
   en	
   cultivo,	
  

arrestadas	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  Las	
  líneas	
  celulares	
  utilizadas	
  fueron	
  HeLa,	
  B16-­‐

F0,	
  B16-­‐F10,	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  y	
  MCF-­‐7.	
  La	
  elección	
  de	
  estas	
  células	
  se	
  basó	
  en	
  la	
  continuación	
  

de	
  trabajos	
  de	
  investigación	
  ya	
  realizados	
  en	
  nuestro	
  laboratorio,	
  que	
  demuestran	
  el	
  efecto	
  

inhibitorio	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  proliferación	
  celular	
  y	
  el	
  crecimiento	
  de	
  melanomas	
  generados	
  en	
  

ratones	
  (Tesis	
  de	
  Valeria	
  Costantino,	
  2013).	
  	
  

A	
  continuación,	
  realizamos	
  una	
  revisión	
  de	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  respuesta	
  a	
  

cada	
   uno	
   de	
   los	
   objetivos	
   planteados	
   en	
   esta	
   tesis.	
   Posteriormente,	
   en	
   base	
   a	
   los	
  

antecedentes	
   presentes	
   en	
   el	
   tema	
   y	
   la	
   discusión	
   de	
   los	
   aspectos	
   más	
   interesantes,	
  

proponemos	
  un	
  modelo	
  acerca	
  del	
  mecanismo	
  de	
  acción	
  inhibitorio	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión,	
  

invasión	
  y	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo.	
  	
  

Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  viabilidad	
  de	
  las	
  células	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  

Para	
  estudiar	
  el	
   efecto	
  de	
  DhL	
  como	
  antimetastásico,	
  utilizamos	
  células	
  arrestadas	
  

en	
  el	
  ciclo	
  celular,	
  para	
  evitar	
  los	
  efectos	
  de	
  la	
  proliferación	
  en	
  los	
  ensayos	
  de	
  migración	
  e	
  

invasión.	
  Nuestro	
  objetivo	
   fue	
  arrestar	
  a	
   las	
  células	
  en	
   la	
   fase	
  G1/S,	
  debido	
  a	
  que	
  en	
  esta	
  

fase	
  las	
  células	
  presentan	
  mayor	
  velocidad	
  de	
  migración	
  y	
  adherencia	
  [105].	
  	
  

Para	
   el	
   arresto	
   de	
   las	
   líneas	
   celulares	
   utilizamos	
   HU.	
   Esta	
   droga	
   inhibe	
   la	
   enzima	
  

ribonucleótido	
  reductasa	
  y	
  así,	
  disminuye	
  la	
  fuente	
  de	
  dNDP	
  disponibles	
  para	
  la	
  síntesis	
  de	
  

ADN,	
   por	
   lo	
   que	
   las	
   células	
   quedan	
   arrestadas	
   en	
   la	
   fase	
   G1/S	
   [148].	
   Para	
   determinar	
   la	
  

concentración	
   de	
   HU	
   que	
   arresta	
   el	
   ciclo	
   de	
   las	
   células	
   tumorales,	
   nos	
   basamos	
   en	
   la	
  

bibliografía,	
  la	
  cual	
  indica	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  proliferación	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
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MDA-­‐231	
  se	
  logra	
  con	
  2	
  mM	
  HU	
  [149],	
  [110],	
  [111],	
  	
  y	
  en	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  y	
  MCF-­‐7	
  con	
  1	
  

mM	
   HU	
   [150].	
   A	
   pesar	
   de	
   lo	
   reportado,	
   realizamos	
   experimentos	
   para	
   determinar	
   la	
  

concentración	
  de	
  HU	
  que	
  es	
  efectiva	
  para	
   inhibir	
   la	
  proliferación,	
   sin	
  causar	
  efectos	
  en	
   la	
  

viabilidad	
   de	
   las	
   células.	
   Esto	
   fue	
   realizado	
  mediante	
   recuento	
   directo	
   y	
   tinción	
   con	
   azul	
  

tripán.	
  Como	
  resultado,	
  los	
  ensayos	
  demostraron	
  que	
  2	
  mM	
  HU	
  (en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  

y	
  MDA-­‐231)	
  y	
  1	
  mM	
  (en	
  las	
  células	
  B16-­‐F10	
  y	
  MCF-­‐7)	
  efectivamente	
  inhibe	
  la	
  proliferación	
  

de	
  las	
  líneas	
  celulares,	
  manteniendo	
  la	
  viabilidad	
  de	
  las	
  mismas.	
  Además,	
  comprobamos	
  por	
  

citometría	
  de	
  flujo	
  que	
  HU	
  arresta	
  a	
  las	
  células	
  HeLa	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S.	
  

Una	
   vez	
   establecida	
   la	
   concentración	
   de	
   HU	
   para	
   el	
   arresto	
   de	
   las	
   cinco	
   líneas	
  

celulares,	
   analizamos	
   el	
   efecto	
   de	
  DhL	
   en	
   la	
   viabilidad	
   celular.	
   El	
   tratamiento	
   con	
   20	
  µM	
  

DhL	
   por	
   24	
   horas,	
   mantuvo	
   las	
   células	
   viables	
   en	
   las	
   cinco	
   líneas	
   celulares.	
   También,	
  

corroboramos	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo,	
   que	
   DhL	
   no	
   modifica	
   el	
   arresto	
   del	
   ciclo	
   celular	
  

inducido	
  por	
  HU,	
  manteniendo	
  a	
  las	
  células	
  HeLa	
  en	
  la	
  fase	
  G1/S.	
  

Como	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  con	
  el	
  colorante	
  azul	
  tripán	
  podría	
  no	
  

ser	
   sensible	
   para	
   las	
   células	
   que	
   se	
   encuentran	
   en	
   etapas	
   tempranas	
   de	
   apoptosis,	
  

realizamos	
  la	
  tinción	
  con	
  anexina	
  V.	
  Así,	
  verificamos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  en	
  

las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  no	
  produce	
  apoptosis.	
  	
  

En	
   un	
   trabajo	
   previo	
   de	
   este	
   laboratorio,	
   observamos	
   que	
   en	
   células	
   HeLa	
   en	
  

proliferación,	
   20	
   µM	
   DhL	
   produce	
   senescencia	
   prematura	
   [90].	
   La	
   senescencia	
   es	
   un	
  

fenómeno	
   en	
   el	
   cual	
   las	
   células	
   dejan	
   de	
   dividirse.	
   Las	
   células	
   senescentes	
   si	
   bien	
   no	
   se	
  

replican,	
  mantienen	
  un	
  metabolismo	
  activo	
  y	
  presentan	
  actividad	
  de	
  ß-­‐galactosidasa	
  a	
  pH	
  6	
  

(SA-­‐ßgal)	
   [151].	
   En	
   este	
   trabajo,	
   para	
   evaluar	
   si	
   DhL	
   produce	
   senescencia	
   en	
   las	
   células	
  

arrestadas	
  con	
  HU,	
  realizamos	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  SA-­‐ßgal	
  mediante	
  tinción	
  

citoquímica.	
   	
  Así,	
  verificamos	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas	
  no	
  produce	
  

senescencia	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10	
  arrestadas	
  con	
  HU.	
  

Hasta	
  aquí,	
  nuestro	
  objetivo	
  fue	
  lograr	
  las	
  mejores	
  condiciones	
  de	
  experimentación	
  

para	
   investigar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
   la	
  adhesión,	
   invasión	
  y	
  migración	
  celular.	
  Se	
  sabe	
  que	
  

muchas	
   LSs	
   tienen	
   efectos	
   significativos	
   sobre	
   el	
   ciclo	
   celular	
   y	
   específicamente,	
   DhL	
  

produce	
  el	
  arresto	
  en	
  G2/M	
  en	
  líneas	
  de	
  células	
  tumorales	
  [90].	
  En	
  este	
  trabajo,	
  decidimos	
  

arrestar	
   a	
   las	
   células	
   en	
   la	
   fase	
   G1/S	
   con	
   HU,	
   para	
   estudiar	
   concretamente	
   las	
   vías	
   de	
  

señalización	
  relacionadas	
  con	
  la	
  migración	
  e	
  invasión	
  celular.	
  Con	
  nuestros	
  ensayos,	
  hemos	
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demostrado	
  que	
  las	
  concentraciones	
  de	
  HU	
  utilizadas,	
  arrestan	
  a	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  

B16-­‐F10,	
   MCF-­‐7	
   y	
   MDA-­‐231,	
   sin	
   afectar	
   la	
   viabilidad	
   celular.	
   Luego,	
   probamos	
   que	
   en	
  

células	
   arrestadas	
   con	
   HU,	
   el	
   tratamiento	
   con	
   concentraciones	
   de	
   hasta	
   20	
   µM	
   DhL,	
   no	
  

afecta	
  la	
  viabilidad	
  celular,	
  ni	
  induce	
  senescencia	
  o	
  apoptosis.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  consideramos	
  a	
  

la	
  utilización	
  de	
   las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0,	
  B16-­‐F10,	
  MCF-­‐7	
  y	
  MDA-­‐231	
  arrestadas	
  con	
  HU,	
  

como	
   un	
   modelo	
   adecuado	
   para	
   realizar	
   los	
   experimentos	
   de	
   adhesión,	
   invasión	
   y	
  

migración,	
  para	
  estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  como	
  antimetastásico.	
  	
  

Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión	
  celular	
  	
  

La	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  la	
  MEC	
  es	
  clave	
  en	
  el	
  estímulo	
  migratorio	
  y	
  las	
  

vías	
  de	
  señalización	
  que	
  participan	
  en	
  este	
  proceso	
  representan	
  un	
  importante	
  blanco	
  para	
  

la	
   terapia	
  antimetastásica.	
  Las	
  AFs	
  son	
  complejos	
  proteicos	
  que	
  conectan	
  el	
   citoesqueleto	
  

de	
   la	
   célula	
   con	
   la	
   MEC,	
   y	
   tienen	
   como	
   función	
   transmitir	
   la	
   fuerza	
   mecánica	
   y	
   señales	
  

reguladoras.	
   Están	
   formadas	
   por	
  más	
   de	
   100	
   proteínas	
   diferentes	
   y	
   además	
   de	
   anclar	
   la	
  

célula	
  al	
  sustrato,	
  sirven	
  como	
  sensores	
  que	
  informan	
  de	
  las	
  condiciones	
  del	
  sustrato	
  [28].	
  	
  

En	
  este	
  trabajo,	
  evaluamos	
  el	
  efecto	
  DhL	
  en	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  a	
  la	
  

MEC.	
  Para	
  esto,	
  realizamos	
  experimentos	
  de	
  adhesión,	
  expansión	
  y	
  formación	
  de	
  las	
  AFs	
  en	
  

las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10,	
   tratadas	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   En	
   ensayos	
  

funcionales	
  donde	
  utilizamos	
  placas	
  de	
  cultivo	
  recubiertas	
  con	
  FN,	
  comprobamos	
  que	
  DhL	
  

produce	
  inhibición	
  de	
  la	
  adhesión	
  celular	
  en	
  las	
  tres	
  líneas	
  celulares.	
  Luego,	
  debido	
  a	
  que	
  la	
  

expansión	
  celular	
  se	
  relaciona	
  con	
  la	
  maduración	
  de	
  las	
  AFs,	
  analizamos	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  

la	
   expansión	
   de	
   las	
   células	
   HeLa,	
   B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   sobre	
   FN.	
   Así,	
   percibimos	
   que	
   DhL	
  

reduce	
   el	
   área	
   celular	
   y	
   por	
   lo	
   tanto,	
   la	
   expansión	
   de	
   las	
   tres	
   líneas	
   celulares.	
  

Posteriormente,	
  analizamos	
  mediante	
  Western	
  blot,	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  concentración	
  de	
  

vinculina	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  lo	
  cual	
  arrojó	
  que	
  el	
  tratamiento	
  produce	
  una	
  disminución	
  de	
  

la	
   expresión	
   de	
   esta	
   proteína.	
   Por	
   último,	
   evaluamos	
   por	
   inmunofluoresecencia	
   la	
  

formación	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  observamos	
  que	
  DhL	
  disminuye	
  el	
  número	
  y	
  tamaño	
  de	
  estas	
  en	
  las	
  

células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F10.	
  	
  

La	
   perdida	
   de	
   vinculina	
   afecta	
   a	
   varias	
   funciones	
   relacionadas	
   con	
   la	
   migración	
  

celular:	
  no	
  se	
  produce	
  la	
  maduración	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  se	
  perjudica	
  la	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  de	
  la	
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célula	
   en	
   el	
   sustrato.	
   Especialmente,	
   se	
   ha	
   visto	
   que	
   la	
   ausencia	
   de	
   esta	
   proteína	
   en	
   las	
  

células,	
  produce	
  AFs	
  de	
  menor	
  tamaño,	
  alteración	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  fibras	
  de	
  estrés	
  de	
  

actina,	
   e	
   inhibición	
   de	
   la	
   extensión	
   del	
   lamelipodio	
   [125],	
   [152].	
   Además,	
   se	
   sabe	
   que	
  

algunas	
  células	
  deficientes	
  en	
  vinculina	
  avanzan	
  lentamente	
  y	
  poseen	
  lamelipodios	
  menos	
  

estables,	
  porque	
  se	
  perjudica	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina.	
  La	
  acción	
  de	
  vinculina	
  en	
  las	
  AFs,	
  

de	
  unir	
   las	
   integrinas	
   al	
   citoesqueleto,	
   parece	
   ser	
   crítico	
   en	
   el	
   control	
  de	
   la	
  mecánica	
  del	
  

citoesqueleto,	
  la	
  expansión	
  de	
  la	
  célula	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  los	
  lamelipodios	
  [152],	
  [153].	
  	
  

En	
  base	
  a	
  esto,	
  concluimos	
  que	
  DhL	
   inhibe	
   la	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  celular	
  porque	
  

disminuye	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  esto	
  parecería	
  estar	
  relacionado	
  con	
  la	
  disminución	
  en	
  

la	
  concentración	
  de	
  vinculina,	
  que	
  afecta	
  la	
  formación	
  y	
  maduración	
  de	
  las	
  AFs.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  

consideramos	
   que	
   DhL	
   posee	
   potencial	
   como	
   antimetastásico,	
   porque	
   inhibe	
   un	
   paso	
  

importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  las	
  metástasis	
  como	
  es	
  la	
  adhesión	
  celular	
  a	
  la	
  MEC.	
  

Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  invasión	
  celular	
  

La	
   invasión	
   celular	
   es	
   una	
   característica	
   fundamental	
   del	
   proceso	
   metastásico.	
  

Comienza	
  desde	
  el	
  momento	
  en	
  el	
  que	
  las	
  células	
  tumorales	
  se	
  separan	
  del	
  tumor	
  primario	
  

para	
  invadir	
  los	
  tejidos	
  circundantes	
  y	
  migrar	
  hacia	
  órganos	
  distantes.	
  Las	
  células	
  invasoras	
  

tienen	
   la	
   capacidad	
  de	
  abrirse	
   camino	
  mediante	
   la	
   secreción	
  de	
  enzimas	
  que	
  degradan	
   la	
  

MEC.	
   Estas	
   enzimas	
   son	
   las	
   MMPs,	
   endopeptidasas	
   zinc	
   dependientes,	
   que	
   clivan	
   el	
  

colágeno,	
   la	
   FN	
   y	
   la	
   laminina.	
   En	
   la	
   metástasis,	
   las	
   MMPs	
   -­‐2	
   y	
   -­‐9	
   son	
   las	
   que	
  

mayoritariamente	
  actúan	
  [154].	
  

En	
  este	
  trabajo,	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  investigar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  invasión	
  de	
  

las	
   células	
   tumorales,	
   estudiamos	
   la	
   capacidad	
   celular	
   de	
   atravesar	
   una	
  matriz	
   tisular,	
   la	
  

actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  liberadas	
  al	
  medio	
  extracelular	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  

las	
  MAPKs.	
  	
  

En	
  primer	
   lugar,	
  para	
  evaluar	
  el	
  proceso	
   invasivo	
  utilizamos	
   las	
   cámaras	
   transwell	
  

recubiertas	
   con	
   matrigel	
   y	
   líneas	
   celulares	
   de	
   distinta	
   capacidad	
   metastásica.	
   Así,	
  

observamos	
  que	
  20	
  µM	
  DhL	
  disminuye	
  la	
  capacidad	
  de	
  invasión	
  de	
  las	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐

F0,	
   B16-­‐F10,	
   MCF-­‐7	
   y	
   MDA-­‐231.	
   En	
   este	
   ensayo,	
   las	
   células	
   B16-­‐F10	
   y	
   MDA-­‐231	
   se	
  

mostraron	
  más	
   invasivas	
   que	
   su	
   par	
   B16-­‐F0	
   y	
  MCF-­‐7,	
   respectivamente.	
   Sin	
   embargo,	
   en	
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todas	
  las	
  líneas	
  celulares	
  el	
  efecto	
  inhibitorio	
  de	
  la	
  invasión	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DhL	
  fue	
  

similar	
  y	
  cercano	
  al	
  50%.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  consideramos	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  el	
  proceso	
  invasivo	
  de	
  

estas	
  células	
  tumorales,	
  independientemente	
  de	
  la	
  capacidad	
  metastásica	
  de	
  la	
  línea	
  celular.	
  	
  

A	
   continuación,	
   evaluamos	
   mediante	
   zimografía	
   el	
   efecto	
   de	
   20	
   µM	
   DhL	
   en	
   la	
  

actividad	
  de	
   las	
  MMPs	
  secretadas	
  al	
  medio	
  extracelular	
  por	
   las	
  células	
  HeLa	
  y	
  B16-­‐F0.	
  En	
  

las	
  células	
  HeLa	
  observamos	
  una	
  discreta	
  reducción	
  de	
  la	
  degradación	
  de	
  la	
  gelatina	
  por	
  el	
  

tratamiento	
  con	
  DhL	
  y	
  según	
  la	
  movilidad	
  electroforética,	
  las	
  enzimas	
  afectadas	
  parecerían	
  

corresponder	
   a	
   las	
  MMP-­‐2	
   y	
  MMP-­‐9.	
   En	
   las	
   células	
   B16-­‐F0,	
   DhL	
   inhibió	
   por	
   completo	
   la	
  

degradación	
   del	
   colágeno,	
  mediante	
   una	
  MMP	
   de	
  movilidad	
   electroforética	
   similar	
   a	
   una	
  

proteína	
  de	
  85	
  kDa.	
  En	
  definitiva,	
  DhL	
  inhibió	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  en	
  las	
  células	
  HeLa	
  y	
  

B16-­‐F0,	
  enzimas	
  que	
  son	
  clave	
  para	
  la	
  invasión	
  tumoral.	
  	
  

	
   Dentro	
   de	
   las	
   vías	
   de	
   señalización	
   que	
   favorecen	
   la	
   invasión	
   celular,	
   las	
   MAPKs	
  

juegan	
  un	
  rol	
  preponderante	
  porque	
  regulan	
  la	
  secreción	
  de	
  las	
  MMPs,	
  la	
  organización	
  del	
  

citoesqueleto,	
   la	
  migración	
  e	
   invasión	
  celular.	
  La	
  actividad	
  de	
  ERK,	
   JNK	
  y	
  p38	
  suele	
  estar	
  

aumentada	
  en	
  las	
  células	
  tumorales	
  y	
  se	
  cree	
  que	
  su	
  inhibición	
  puede	
  contribuir	
  a	
  evitar	
  las	
  

metástasis	
  [141].	
  En	
  nuestro	
  trabajo,	
  el	
  ensayo	
  de	
  Western	
  blot	
  para	
  determinar	
  el	
  efecto	
  

de	
   20	
   µM	
   DhL	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   ERK,	
   JNK	
   y	
   p38,	
   nos	
   permitió	
   comprobar	
   que	
   el	
  

tratamiento	
  disminuye	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  y	
  p38,	
  pero	
  no	
  afecta	
  la	
  de	
  JNK.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  

este	
  resultado	
  nos	
  sugiere	
  que	
  DhL	
  inhibe	
  dos	
  MAPKs	
  que	
  poseen	
  una	
  gran	
  influencia	
  en	
  los	
  

procesos	
  de	
  migración	
  e	
  invasión	
  tumoral.	
  

Otros	
   autores,	
   también	
   han	
   demostrado	
   que	
   algunas	
   LSs	
   tienen	
   efecto	
   inhibitorio	
  

sobre	
  las	
  MAPKs.	
  Es	
  el	
  caso	
  de	
  germacranolide	
  y	
  alantolactona,	
  que	
  deprimen	
  la	
  producción	
  

de	
  oxido	
  nítrico	
  en	
  macrófagos,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  las	
  cascadas	
  de	
  señalización	
  del	
  

NFkB	
  y	
  las	
  MAPKs	
  [155],	
  [156].	
  Asimismo,	
  se	
  sabe	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  secreción	
  de	
  las	
  

MMPs	
   -­‐2	
   y	
   -­‐9	
   es	
   logrado	
   al	
   impedir	
   la	
   activación	
   de	
   las	
   MAPKs	
   [49],	
   [157],	
   [158].	
   Por	
  

ejemplo,	
   costunolide,	
   isodesoxielefantopina	
   y	
   la	
   LS	
   sintética	
  DL-­‐3,	
   inhiben	
   la	
  migración	
   e	
  

invasión	
  de	
   las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo,	
  a	
  través	
  de	
   la	
  disminución	
  de	
   la	
  secreción	
  de	
  

MMP-­‐9	
  y	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  vía	
  del	
  NFkB	
  [81],	
  [159],	
  [160].	
  	
  

En	
  base	
  a	
  esto,	
  concluimos	
  que	
  DhL	
  posee	
  una	
  significativa	
  acción	
   inhibitoria	
  en	
  el	
  

proceso	
   invasivo	
   de	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Este	
   tratamiento	
   produjo	
   disminución	
   de	
   la	
  

actividad	
  de	
   las	
  MMPs,	
   asociado	
  a	
  que	
   las	
   células	
  mostraron	
  una	
  marcada	
  dificultad	
  para	
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atravesar	
  el	
  matrigel.	
  Conjuntamente,	
  DhL	
  disminuyó	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  y	
  p38,	
  las	
  cuales	
  

son	
  proteínas	
  que	
  suelen	
  estar	
  sobreexpresadas	
  en	
  los	
  procesos	
  metastásicos.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  

a	
  partir	
  de	
  estos	
  	
  resultados	
  consideramos	
  que	
  DhL	
  posee	
  propiedades	
  anti-­‐invasivas.	
  

Efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  migración	
  celular	
  

La	
  migración	
  celular	
  es	
  un	
  proceso	
  central	
  en	
  el	
  desarrollo	
  y	
  mantenimiento	
  de	
  los	
  

organismos	
   multicelulares,	
   y	
   los	
   errores	
   durante	
   este	
   proceso	
   generan	
   graves	
  

consecuencias,	
  como	
  la	
  formación	
  de	
  metástasis.	
  Por	
  eso,	
  se	
  piensa	
  que	
  el	
  estudio	
  del	
  efecto	
  

de	
   compuestos	
   naturales	
   en	
   la	
   migración	
   celular,	
   puede	
   conducir	
   al	
   desarrollo	
   de	
  

estrategias	
   terapéuticas	
   para	
   controlar	
   las	
   células	
   que	
   migran	
   desde	
   un	
   tumor	
   invasivo	
  

hacia	
  órganos	
  distantes.	
  	
  

En	
   este	
   trabajo,	
   para	
   estudiar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   células	
  

tumorales,	
  analizamos	
   la	
  motilidad	
  y	
  morfología	
  celular,	
   la	
  organización	
  del	
   citoesqueleto	
  

de	
  actina	
  y	
  los	
  microtúbulos,	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance,	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  Rac1.	
  	
  

Inhibicion	
  de	
  la	
  migración	
  

Para	
  analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  motilidad	
  de	
  las	
  células	
  tumorales,	
  realizamos	
  el	
  

ensayo	
  de	
   la	
  herida	
  y	
  de	
  migración	
  en	
  cámaras	
   transwell,	
   en	
  células	
  HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐

F10.	
   En	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida,	
   observamos	
   una	
   inhibición	
   del	
   cierre	
   de	
   esta,	
   de	
  manera	
  

concentración	
  dependiente	
  (0	
  a	
  20	
  µM	
  DhL),	
  en	
  las	
  tres	
   líneas	
  celulares.	
  De	
  igual	
  manera,	
  

en	
  las	
  cámaras	
  transwell	
  evidenciamos	
  una	
  importante	
  inhibición	
  de	
  la	
  migración.	
  Hay	
  que	
  

tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  estos	
  ensayos	
  se	
  diferencian	
  entre	
  sí	
  por	
  el	
  estímulo	
  migratorio	
  que	
  se	
  

le	
   aplica	
   a	
   la	
   célula.	
   En	
   el	
   ensayo	
   de	
   la	
   herida,	
   el	
   estímulo	
   de	
   migración	
   es	
   físico,	
   y	
   se	
  

produce	
   cuando	
   la	
   célula	
   es	
   desprovista	
  de	
   los	
   contactos	
   intercelulares.	
   En	
   cambio,	
   en	
   la	
  

cámara	
  transwell	
  el	
  estímulo	
  de	
  migración	
  es	
  quimiotáctico,	
  donde	
  la	
  célula	
  es	
  provocada	
  a	
  

atravesar	
   por	
   los	
   poros	
   de	
   la	
   membrana,	
   atraída	
   por	
   el	
   SFB	
   [3].	
   Estos	
   resultados	
  

demostraron	
  que	
  más	
  allá	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  involucradas	
  en	
  el	
  estímulo	
  migratorio	
  

(pérdida	
   de	
   la	
   inhibición	
   por	
   contacto	
   o	
   la	
   estimulación	
   de	
   receptores	
   de	
   factores	
   de	
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crecimiento),	
   20	
   µM	
  DhL	
   produce	
   una	
  marcada	
   inhibición	
   de	
   la	
  migración	
   en	
   las	
   células	
  

HeLa,	
  B16-­‐F0	
  y	
  B16-­‐F10.	
  	
  

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  migración	
  suele	
  producirse	
  debido	
  a	
  una	
  

disminución	
   de	
   la	
   velocidad	
   o	
   una	
   perdida	
   de	
   la	
   direccionalidad	
   celular,	
   a	
   continuación	
  

analizamos	
  mediante	
  video-­‐microscopia,	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  velocidad	
  y	
  la	
  trayectoria	
  de	
  

las	
   células	
   HeLa,	
   durante	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento.	
   Así,	
   observamos	
   que	
   20	
   µM	
   DhL	
  

disminuye	
  	
  la	
  velocidad	
  de	
  migración	
  pero	
  no	
  afecta	
  la	
  direccionalidad	
  celular.	
  	
  

La	
  velocidad	
  de	
  migración	
  depende	
  del	
  desarrollo	
  del	
  frente	
  celular,	
  la	
  protrusión	
  de	
  

la	
  membrana	
  y	
   la	
   renovación	
  de	
   las	
  AFs	
   [125],	
   [161].	
  En	
   cambio,	
   la	
  direccionalidad	
  de	
   la	
  

migración,	
   depende	
   del	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   polaridad	
   celular	
   [162].	
   En	
   base	
   a	
   esto,	
  

especulamos	
   que	
   la	
   reducción	
   de	
   la	
   velocidad	
   de	
  migración	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL,	
  

podría	
  deberse	
  a	
  una	
  alteración	
  en	
  el	
  citoesqueleto.	
  	
  

Alteración	
  del	
  citoesqueleto	
  	
  

Muchos	
   compuestos	
   que	
   inhiben	
   la	
   migración	
   celular	
   afectan	
   la	
   organización	
   del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
   los	
  microtúbulos,	
   y	
   con	
  esto,	
   la	
   formación	
  del	
   frente	
   celular	
   [2].	
  

Mediante	
   video-­‐microscopia	
   analizamos	
   el	
   efecto	
   de	
   20	
   µM	
   DhL	
   en	
   la	
   morfología	
   y	
   la	
  

formación	
   del	
   frente	
   celular	
   en	
   las	
   células	
   HeLa.	
   Durante	
   24	
   horas	
   de	
   tratamiento,	
  

observamos	
  que	
  las	
  células	
  disminuyen	
  el	
  área	
  total,	
  se	
  vuelven	
  filamentosas,	
  y	
  desarrollan	
  

mayor	
  cantidad	
  de	
  procesos,	
  los	
  cuales	
  también	
  son	
  más	
  largos.	
  Concretamente,	
  las	
  células	
  

tratadas	
   con	
  DhL	
  parecieron	
   tener	
  problemas	
   con	
   la	
   formación	
  del	
   frente	
   celular,	
   ya	
   que	
  

este	
   presentaba	
  menores	
   dimensiones.	
   A	
   partir	
   de	
   estos	
   resultados,	
   concluimos	
   que	
  DhL	
  

afecta	
  drásticamente	
  la	
  morfología	
  y	
  la	
  formación	
  del	
  frente	
  celular.	
  	
  

La	
   morfología	
   de	
   la	
   célula	
   se	
   relaciona	
   particularmente	
   con	
   la	
   disposición	
   de	
   los	
  

filamentos	
   de	
   actina	
   y	
   los	
   microtúbulos	
   [163][164].	
   Así,	
   se	
   ha	
   visto	
   que	
   las	
   células	
   con	
  

alteraciones	
  en	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  y	
  la	
  organización	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  adoptan	
  

una	
  morfología	
   alargada	
   y	
   emiten	
   procesos	
   celulares	
   [165].	
  Dado	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
  

DhL	
  alteró	
  la	
  morfología	
  de	
  las	
  células	
  de	
  manera	
  similar,	
  consideramos	
  que	
  la	
  afección	
  del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  los	
  microtúbulos	
  están	
  implicados	
  en	
  este	
  proceso.	
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Esto	
  nos	
  llevó	
  a	
  estudiar	
  por	
  inmunofluorescencia,	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  distribución	
  

de	
   los	
   microtúbulos	
   en	
   las	
   células	
   HeLa.	
   De	
   esa	
   manera,	
   observamos	
   que	
   20	
   µM	
   DhL	
  

produce	
  una	
  alteración	
  de	
  la	
  típica	
  organización	
  radial	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Concretamente,	
  

debido	
  a	
  este	
  tratamiento,	
  se	
  visualizaron	
  zonas	
  vacías	
  de	
  microtúbulos	
  en	
  el	
  cuerpo	
  celular	
  

y	
  estos	
  se	
  encontraron	
  acumulados	
  en	
  las	
  protrusiones	
  de	
  la	
  membrana.	
  	
  

Los	
   microtúbulos	
   son	
   indispensables	
   para	
   la	
   migración	
   de	
   ciertas	
   células	
   y	
  

recientemente,	
  han	
  demostrado	
  que	
  la	
  familia	
  de	
  Rho	
  GTPasas,	
   las	
  cuales	
  son	
  reguladoras	
  

claves	
   de	
   la	
   migración	
   celular,	
   afectan	
   la	
   distribución	
   de	
   los	
   microtúbulos.	
   Así,	
   las	
   Rho	
  

GTPasas	
   a	
   través	
   de	
   sus	
   efectores,	
   capturan	
   y	
   estabilizan	
   los	
  microtúbulos	
   en	
   la	
   corteza	
  

celular,	
   lo	
   que	
   conduce	
   a	
   un	
   arreglo	
   polarizado	
   de	
   los	
   mismos	
   [166].	
   Además,	
   en	
  

fibroblastos,	
   se	
   ha	
   visto	
   que	
   la	
   organización	
   radial	
   de	
   los	
   microtúbulos	
   provee	
   un	
  

transporte	
  efectivo	
  e	
  interacciones	
  dinámicas	
  en	
  la	
  corteza	
  de	
  la	
  célula,	
  lo	
  cual	
  es	
  necesario	
  

para	
  mantener	
  su	
  morfología	
  típica.	
  En	
  cambio,	
  la	
  desorganización	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  con	
  

zonas	
   libres	
   de	
   estos,	
   conduce	
   a	
   una	
   alteración	
   de	
   la	
   distribución	
   intracelular	
   y	
   la	
  

morfología.	
  Además,	
  es	
  característico	
  que	
  las	
  células	
  que	
  presentan	
  un	
  su	
  citoplasma	
  zonas	
  

libres	
  de	
  microtúbulos	
  migran	
  con	
  la	
  mitad	
  de	
  velocidad	
  y	
  menores	
  distancias,	
  comparado	
  

con	
  las	
  células	
  intactas	
  [167].	
  Esto	
  correlaciona	
  con	
  lo	
  que	
  hemos	
  observado	
  en	
  las	
  células	
  

HeLa	
  tratadas	
  con	
  DhL.	
  Es	
  por	
  eso	
  que	
  consideramos	
  que	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  inhibición	
  

de	
   la	
   migración,	
   podría	
   estar	
   relacionado	
   con	
   la	
   afección	
   en	
   la	
   distribución	
   de	
   los	
  

microtúbulos	
  y	
  estos	
  a	
  su	
  vez,	
  con	
  una	
  alteración	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  las	
  Rho	
  GTPasas.	
  

A	
  parte	
  de	
  los	
  microtúbulos,	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  cumple	
  un	
  papel	
  crucial	
  en	
  la	
  

migración	
   celular.	
   Para	
   la	
   protrusión	
   de	
   la	
  membrana	
   y	
   el	
   desarrollo	
   del	
   lamelipodio,	
   se	
  

necesita	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  en	
  el	
  frente	
  de	
  avance	
  celular.	
  Los	
  filamentos	
  de	
  actina	
  

son	
   los	
   que	
   generan	
   la	
   fuerza	
   que	
   empuja	
   la	
  membrana	
   hacia	
   delante.	
   Así,	
   mediante	
   un	
  

proceso	
  cíclico,	
  estos	
  se	
  arman	
  en	
  la	
  zona	
  más	
  externa	
  y	
  se	
  desarman	
  en	
  la	
  parte	
  posterior	
  

del	
  frente	
  de	
  avance	
  [6].	
  Con	
  el	
  fin	
  de	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  polimerización	
  de	
  los	
  

filamentos	
   de	
   actina,	
   analizamos	
   la	
   proporción	
   de	
   monómeros,	
   filamentos	
   cortos	
   y	
  

filamentos	
   largos	
   de	
   actina	
   en	
   las	
   células	
   HeLa.	
   Mediante	
   centrifugación	
   de	
   los	
   lisados	
  

celulares	
   y	
  Western	
   blot	
   de	
   las	
   fracciones	
   obtenidas,	
   verificamos	
   que	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   de	
  

tratamiento,	
  20	
  µM	
  DhL	
  produce	
  un	
  aumento	
  en	
  el	
  contenido	
  celular	
  de	
  actina	
  en	
  forma	
  de	
  

monómeros	
  y	
  una	
  disminución	
  de	
  actina	
  en	
  la	
  forma	
  de	
  filamentos	
  largos.	
  Luego,	
  mediante	
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inmunofluorescencia,	
   analizamos	
   la	
   distribución	
   celular	
   de	
   actina-­‐F.	
   Así,	
   observamos	
   que	
  

DhL	
  disminuye	
  drásticamente	
  la	
  formación	
  de	
  la	
  red	
  de	
  filamentos	
  de	
  actina	
  en	
  la	
  periferia	
  

celular	
  y	
  se	
  producen	
  pequeños	
  acúmulos	
  citoplasmáticos	
  de	
  actina-­‐F.	
  Esto	
  permite	
  pensar	
  

que	
  DhL	
  produce	
  un	
  defecto	
  en	
   la	
  polimerización	
  y	
   formación	
  de	
   la	
   red	
  de	
   filamentos	
  de	
  

actina	
  en	
  las	
  células	
  HeLa.	
  

Durante	
   la	
  migración,	
  cortactina	
  es	
  una	
  proteína	
  que	
  estimula	
   la	
  polimerización	
  de	
  

actina	
  en	
  forma	
  de	
  red,	
  mediante	
  la	
  activación	
  del	
  complejo	
  Arp2/3	
  [153].	
  Se	
  ha	
  visto	
  que	
  la	
  

falta	
  de	
  activación	
  de	
  cortactina	
  afecta	
   la	
   formación	
  de	
   la	
  red	
  de	
  actina	
  y	
   la	
  extensión	
  del	
  

lamelipodio[165].	
  En	
  base	
  a	
  estos	
  antecedentes	
  y	
  visto	
  que	
  DhL	
  afectó	
  la	
  polimerización	
  de	
  

los	
   filamentos	
   largos	
  de	
  actina	
  y	
   la	
   formación	
  de	
  una	
  red	
  de	
  actina	
  en	
   la	
  periferia	
  celular,	
  

especulamos	
  que	
  cortactina	
  estaría	
  implicada	
  en	
  su	
  mecanismo	
  de	
  acción.	
  	
  

Reducción	
  de	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  	
  

En	
  respuesta	
  a	
   factores	
  estimulantes	
  de	
   la	
  migración,	
   se	
  produce	
   la	
  protrusión	
  del	
  

lamelipodio	
   en	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
   celular.	
   Cuando	
   el	
   lamelipodio	
   no	
   se	
   adhiere	
  

adecuadamente	
   al	
   sustrato,	
   la	
   membrana	
   se	
   retrae	
   y	
   se	
   forma	
   el	
   ruffle.	
   Así,	
   los	
   ruffles	
  

involucran	
  movimientos	
  dinámicos	
  y	
  rápidos	
  del	
  margen	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  que	
  

se	
  producen	
  mientras	
  esta	
  sufre	
  fluctuaciones	
   irregulares	
  de	
  protrusión	
  y	
  retracción	
  [22],	
  

[168].	
  Con	
  el	
  fin	
  de	
  elucidar	
  si	
  DhL	
  afecta	
  la	
  dinámica	
  de	
  la	
  membrana,	
  analizamos	
  mediante	
  

video-­‐microscopía	
  y	
  kimografía,	
  la	
  protrusión	
  de	
  los	
  lamelipodios	
  y	
  la	
  formación	
  de	
  ruffles	
  

en	
   las	
   células	
   HeLa.	
   Así,	
   descubrimos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   20	
   µM	
   DhL	
   disminuye	
  

considerablemente	
  la	
  protrusión	
  de	
  los	
  lamelipodios	
  y	
  la	
  frecuencia	
  de	
  los	
  ruffles	
  y	
  además,	
  

se	
  produce	
  un	
  alargamiento	
  de	
  la	
  vida	
  media	
  de	
  los	
  ruffles.	
  	
  

En	
  células	
  de	
  carcinoma	
  de	
  colon	
  se	
  ha	
  reportado	
  que	
   la	
   inhibición	
  de	
   la	
  motilidad	
  

celular	
  esta	
  relacionada	
  con	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  la	
  formación	
  

de	
  ruffles	
  [169].	
  Así,	
  estas	
  estructuras	
  han	
  mostrado	
  ser	
  un	
  indicador	
  de	
  la	
  motilidad	
  celular	
  

y	
  potencial	
  metastásico,	
  debido	
  a	
  su	
  correspondencia	
  con	
  el	
  poder	
   invasivo	
  de	
   las	
  células	
  

tumorales	
   en	
   ensayos	
   in	
   vivo	
   [170].	
   En	
   base	
   a	
   esto,	
   concluimos	
   que	
   DhL	
   produce	
   una	
  

reducción	
  en	
  la	
  dinámica	
  del	
  frente	
  de	
  avance	
  celular	
  y	
  en	
  consecuencia,	
  reduce	
  el	
  potencial	
  

metastásico	
  de	
  las	
  células	
  HeLa.	
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Alteración	
  de	
  la	
  localización	
  y	
  activación	
  de	
  Rac1	
  	
  

La	
   familia	
   Rho	
   GTPasa	
   juega	
   un	
   papel	
   crucial	
   en	
   regular	
   los	
   cambios	
   del	
  

citoesqueleto	
  necesarios	
  para	
   la	
  migración	
  celular.	
  Rac1	
  es	
   la	
  Rho	
  GTPasa	
  que	
  estimula	
  el	
  

ensamble	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina,	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  la	
  migración	
  celular	
  

[171].	
  Mediante	
  inmunofluoresencia,	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  de	
  20	
  µM	
  DhL	
  en	
  la	
  localización	
  

de	
  la	
  proteína	
  Rac1	
  en	
  células	
  HeLa	
  y	
  observamos	
  que	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento,	
  Rac1	
  

se	
   acumula	
   en	
   las	
   protrusiones	
   de	
   la	
   membrana,	
   rodeando	
   estructuras	
   anulares.	
   Estas	
  

estructuras	
  fueron	
  luego	
  analizadas	
  mediante	
  microscopia	
  electrónica	
  de	
  barrido	
  y	
  en	
  base	
  

a	
  su	
  aspecto,	
  especulamos	
  que	
  corresponden	
  a	
  la	
  formación	
  de	
  CDRs.	
  

	
   Los	
  CDRs	
  son	
  proyecciones	
  de	
  la	
  membrana	
  ricas	
  en	
  actina-­‐F	
  que	
  se	
  forman	
  en	
  la	
  

superficie	
   celular	
   apical.	
   Son	
   formaciones	
   transcientes,	
   altamente	
   dinámicas,	
   con	
   una	
  

función	
   crítica	
   en	
   la	
   internalización	
   de	
   receptores	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   y	
   en	
   la	
  

migración	
  celular	
  [32].	
  Jin	
  y	
  Wang	
  han	
  demostrado	
  que	
  la	
  acumulación	
  de	
  Rac1-­‐GTP	
  en	
  los	
  

CDRs,	
   tiene	
   un	
   efecto	
   negativo	
   sobre	
   el	
   desarrollo	
   del	
   lamelipodio,	
   la	
   expansión	
   y	
   la	
  

migración	
  celular.	
  Estos	
  mismos	
  autores	
  demostraron	
  que	
  el	
  proceso	
  está	
  relacionado	
  con	
  

la	
   actividad	
  de	
   la	
  proteína	
  no	
   receptor	
   tirosina	
  quinasa	
   (Abl).	
  En	
   respuesta	
  a	
   la	
   adhesión	
  

celular	
  y	
  señales	
  de	
   factores	
  de	
  crecimiento,	
  Abl	
  estimula	
   la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  y	
   la	
  

formación	
  de	
  ruffles	
  en	
   la	
  membrana.	
  Particularmente,	
  Abl	
  regula	
   la	
   localización	
  de	
  Rac1-­‐

GTP	
   en	
   el	
   frente	
   de	
   avance	
   y	
   en	
   los	
   CDRs.	
   Así,	
   la	
   sobreexpresión	
   de	
   Abl	
   produce	
   la	
  

acumulación	
   de	
   Rac1-­‐GTP	
   en	
   estas	
   estructuras	
   [172].	
   Si	
   bien	
   la	
   proteína	
   Abl	
   ha	
   sido	
  

ampliamente	
  estudiada	
  por	
  estar	
  involucrada	
  en	
  procesos	
  hematopoyéticos	
  malignos,	
  como	
  

la	
   leucemia	
   mieloide	
   crónica,	
   descubrimientos	
   recientes	
   indican	
   que	
   Abl	
   sobreactivada	
  

juega	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  tumores	
  solidos	
  malignos	
  de	
  pulmón	
  y	
  mama	
  [173].	
  

Rac1	
  actúa	
  como	
  un	
   interruptor	
  molecular	
  que	
  cicla	
  entre	
  el	
  estado	
  unido	
  a	
  GTP	
  y	
  

GDP.	
  La	
  activación	
  de	
  Rac1	
  es	
  regulada	
  por	
  varios	
  mecanismos	
  que	
  incluyen,	
  el	
  intercambio	
  

de	
   nucleótidos	
   y	
   su	
   hidrólisis,	
   la	
   localización	
   subcelular,	
   y	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   la	
  

proteína.	
   La	
   iniciación	
   de	
   la	
   señalización	
   de	
   Rac1	
   requiere	
   al	
  menos	
   dos	
  mecanismos:	
   el	
  

ciclo	
  GTP/GDP,	
  y	
  la	
  focalización	
  de	
  la	
  proteína	
  en	
  microdominios	
  de	
  la	
  membrana	
  ricos	
  en	
  

colesterol.	
   Así,	
   Rac1	
   al	
   incorporar	
   un	
   dominio	
   lipídico	
   (palmitato)	
   puede	
   unirse	
   a	
   la	
  

membrana	
   plasmática,	
   donde	
   luego	
   es	
   estimulada	
   a	
   unirse	
   a	
   GTP,	
   para	
   actuar	
   sobre	
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proteínas	
  efectoras	
  que	
  se	
  ocupan	
  del	
  remodelado	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  [174].	
  Aparte	
  

de	
   los	
   importantes	
   procesos	
   celulares	
   que	
   regula	
   Rac1,	
   como	
   son	
   la	
   reorganización	
   del	
  

citoesqueleto	
  y	
  la	
  migración,	
  esta	
  proteína	
  también	
  tiene	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  la	
  activación	
  

de	
   la	
   transcripción	
  mediada	
  por	
  NFkB.	
  Ambos,	
  Rac1	
  y	
  NFkB	
  regulan	
  muchas	
  propiedades	
  

del	
  fenotipo	
  maligno	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  que	
  incluyen	
  la	
  proliferación,	
  angiogénesis	
  y	
  

metástasis.	
  Se	
  ha	
  visto	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Rac1	
  resulta	
  en	
  la	
  disminución	
  

de	
   la	
   proliferación	
   y	
   migración	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   y	
   por	
   eso	
   se	
   considera	
   un	
  

importante	
  blanco	
  terapéutico	
  para	
  el	
  tratamiento	
  del	
  cáncer	
  [175].	
  

En	
   este	
   trabajo	
   evaluamos	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   Rac1	
  mediante	
   la	
  

medición	
  de	
  la	
  concentración	
  de	
  Rac1-­‐GTP	
  por	
  pull	
  down.	
  Es	
  así	
  como	
  descubrimos	
  que	
  el	
  

tratamiento	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  produce	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  concentración	
  de	
  Rac1-­‐GTP	
  en	
  las	
  

células	
  HeLa.	
  

En	
   nuestros	
   experimentos,	
   observamos	
   que	
   DhL	
   produce	
   la	
   disminución	
   en	
   la	
  

activación	
  de	
  Rac1,	
  con	
  una	
  aparente	
  acumulación	
  de	
  esta	
  proteína	
  en	
  los	
  CDRs,	
  junto	
  a	
  un	
  

efecto	
  negativo	
  de	
   la	
  protrusión	
  de	
   los	
   lamelipodios	
  y	
  de	
   la	
  migración	
  celular.	
  Por	
   lo	
  cual,	
  

concluimos	
  que	
  la	
  alteración	
  en	
  la	
  localización	
  y	
  activación	
  de	
  Rac1,	
  están	
  involucradas	
  en	
  

el	
  mecanismo	
  de	
  acción	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  migración	
  celular.	
  

Discusión	
  general	
  del	
  mecanismo	
  de	
  acción	
  de	
  DhL	
  	
  

Considerando	
  todos	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  esta	
  tesis	
  y	
  en	
  base	
  a	
  publicaciones	
  

relacionadas	
   con	
   este	
   tema,	
   proponemos	
   un	
  modelo	
   acerca	
   del	
  mecanismo	
   de	
   acción	
   de	
  

DhL	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  adhesión,	
  invasión	
  y	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo	
  

(Figura 40).	
  	
  

A	
  través	
  de	
  las	
  publicaciones	
  de	
  Rea	
  [176]	
  y	
  Sawai	
  [177],	
  sabemos	
  que	
  FAK	
  estimula	
  

la	
   formación	
  de	
   la	
  AF,	
  y	
  cuando	
   la	
  vía	
  de	
  señalización	
  ERK/FAK	
  es	
   inhibida,	
  disminuye	
   la	
  

adhesión	
  celular.	
  Específicamente,	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  FAK	
  en	
  la	
  AF,	
  es	
  producido	
  

por	
  una	
  reducción	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  adhesión	
  como	
  paxilina	
  y	
  talina	
  [178].	
  

Además,	
  la	
  unión	
  de	
  vinculina	
  con	
  FAK	
  tiene	
  como	
  función	
  regular	
  la	
  fuerza	
  contráctil	
  de	
  la	
  

AF	
   [179].	
   Consecuentemente,	
   como	
   esta	
   quinasa	
   también	
   regula	
   la	
   dinámica	
   de	
   los	
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microtúbulos	
   y	
   la	
   polimerización	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
   actina,	
   su	
   inhibición	
   produce	
   un	
  

efecto	
  negativo	
  en	
  la	
  migración	
  celular	
  [176],	
  [180].	
  

	
  
Figura 40. Modelo propuesto del mecanismo de acción de DhL en la inhibición de 
la adhesión, invasión y migración de las células tumorales en cultivo.  

En	
   nuestros	
   experimentos	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   DhL	
   disminuye	
   los	
   niveles	
   de	
   p-­‐

ERK½	
   y	
   vinculina,	
   y	
   además,	
   se	
   produce	
   una	
   alteración	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   las	
   AFs,	
   la	
  

polimerización	
  de	
  actina	
  y	
  la	
  distribución	
  de	
  los	
  microtúbulos.	
  Como	
  resultado,	
  disminuyó	
  

la	
  adhesión	
  a	
  la	
  MEC	
  y	
  la	
  migración	
  celular.	
  	
  

En	
   base	
   a	
   esto,	
   consideramos	
   que	
   el	
   efecto	
   inhibitorio	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   adhesión	
   y	
  

migración	
  celular,	
  se	
  debe	
  a	
  un	
  efecto	
  negativo	
  sobre	
  la	
  activación	
  de	
  ERK½	
  y	
  la	
  formación	
  

de	
  las	
  AFs,	
  y	
  en	
  este	
  proceso,	
  la	
  inhibición	
  de	
  FAK	
  podría	
  estar	
  involucrada	
  (Figura 40).	
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En	
   cuanto	
   al	
   proceso	
   de	
   invasión,	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
  MMPs	
   es	
   un	
  

importante	
  objetivo	
  en	
  la	
   lucha	
  contra	
  el	
  cáncer.	
  Estas	
  enzimas,	
  que	
  son	
  producidas	
  tanto	
  

por	
  las	
  células	
  tumorales	
  como	
  por	
  las	
  estromales,	
  son	
  fundamentales	
  para	
  el	
  desarrollo	
  del	
  

proceso	
   invasivo.	
   Las	
   señales	
   que	
   estimulan	
   las	
   MAPKs,	
   ERK½	
   y	
   p38,	
   incrementan	
   la	
  

producción	
  de	
  MMP-­‐2	
  y	
  MMP-­‐9	
  por	
  las	
  células	
  tumorales,	
  favoreciendo	
  el	
  proceso	
  invasivo.	
  

Muchos	
   compuestos	
   naturales,	
   entre	
   ellos	
   los	
   polifenoles,	
   son	
   muy	
   estudiados	
   por	
   sus	
  

propiedades	
   antitumorales	
   relacionadas	
   a	
   las	
   MMPs.	
   Un	
   ejemplo	
   lo	
   representa	
   la	
  

curcumina,	
   que	
   ha	
   demostrado	
   disminuir	
   la	
   actividad	
   de	
  MMP-­‐9	
   en	
   células	
   de	
   cáncer	
   de	
  

mama,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  ERK½	
  y	
  p38	
  [181].	
  De	
  forma	
  similar,	
  

mediante	
  la	
  inhibición	
  de	
  estas	
  MAPKs,	
  se	
  ha	
  conseguido	
  disminuir	
  la	
  actividad	
  de	
  MMP-­‐2	
  

en	
  fibroblastos	
  pulmonares	
  [157].	
  Ginsenoside	
  Rd,	
  es	
  otro	
  compuesto	
  natural,	
  extraído	
  del	
  

ginseng,	
   que	
   disminuye	
   la	
   capacidad	
   de	
   invasión	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   a	
   través	
   de	
   la	
  

inhibición	
  de	
   la	
   fosforilación	
  de	
  ERK½	
  y	
  p38,	
   y	
   la	
   reducción	
  de	
   la	
   actividad	
  de	
   las	
  MMPs	
  

[49].	
  

En	
  nuestros	
   experimentos	
  hemos	
  demostrado	
  que	
  DhL	
  disminuye	
   la	
   activación	
  de	
  

ERK½	
  y	
   p38,	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
  MMPs	
   liberadas	
   al	
  medio	
   extracelular	
   y	
   la	
   capacidad	
   de	
  

invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  (Figura 40).	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  postulamos	
  que	
  DhL	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

inhibición	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  ERK½	
  y	
  p38,	
  disminuye	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  MMPs	
  y	
  la	
  invasión	
  de	
  

las	
   células	
   tumorales.	
   Sin	
   embargo,	
   para	
   determinar	
   si	
   las	
   enzimas	
   inhibidas	
   por	
   DhL	
  

corresponden	
   a	
   MMP-­‐2	
   y	
   MMP-­‐9	
   se	
   requiere	
   realizar	
   Western	
   blot	
   con	
   los	
   anticuerpos	
  

específicos	
  para	
  estas	
  proteínas.	
  

	
  

Durante	
  la	
  migración,	
  es	
  necesaria	
  la	
  polimerización	
  de	
  actina	
  para	
  que	
  se	
  desarrolle	
  

la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana.	
  Cortactina	
  es	
  una	
  proteína	
  que	
  regula	
  la	
  formación	
  de	
  la	
  red	
  

de	
  actina	
  a	
  través	
  de	
  la	
  estimulación	
  de	
  Arp2/3,	
  y	
  juega	
  un	
  papel	
  clave	
  en	
  el	
  cáncer	
  agresivo	
  

[182].	
  Cortactina	
  es	
  sustrato	
  de	
  ERK½,	
  de	
  modo	
  que	
  la	
  fosforilación	
  de	
  cortactina	
  mediada	
  

por	
  esta	
  MAPK	
  promueve	
  la	
  activación	
  de	
  Arp2/3	
  y	
  la	
  estimulación	
  de	
  la	
  migración	
  celular	
  

[183].	
   Por	
   otro	
   lado,	
   ERK½	
   también	
   regula	
   la	
   activación	
   de	
   Rac1	
   [184],	
   y	
   esta	
   a	
   su	
   vez,	
  

produce	
  la	
  redistribución	
  de	
  cortactina	
  desde	
  el	
  citoplasma	
  a	
  la	
  membrana	
  [185],	
  de	
  forma	
  

que	
  localiza	
  la	
  acción	
  de	
  esta	
  proteína	
  en	
  el	
  frente	
  de	
  avance	
  [186].	
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Además	
  de	
  la	
  acción	
  de	
  Rac1	
  en	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  esta	
  Rho	
  GTPasa	
  es	
  capaz	
  

de	
   regular	
   la	
   distribución	
   de	
   los	
  microtúbulos	
   [187].	
   La	
   activación	
   de	
   Rac1	
   promueve	
   la	
  

orientación	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  en	
  el	
  frente	
  de	
  avance	
  y	
  de	
  esta	
  manera,	
  también	
  estimula	
  

la	
  migración	
  celular	
  direccional	
  [188].	
  	
  

En	
  nuestro	
   trabajo	
  hemos	
  observado	
  que	
  DhL,	
  disminuye	
   la	
  activación	
  de	
  ERK½	
  y	
  

Rac1,	
   altera	
   la	
   distribución	
   de	
   los	
   microtúbulos,	
   afecta	
   la	
   polimerización	
   de	
   actina,	
  

disminuye	
  la	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana	
  e	
  inhibe	
  la	
  migración	
  celular.	
  Estos	
  resultados	
  nos	
  

permiten	
  especular	
  que	
  DhL	
  disminuye	
  la	
  migración	
  celular	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  

vía	
  ERK/Rac1.	
  Si	
  bien	
  los	
  resultados	
  nos	
  hacen	
  pensar	
  que	
  cortactina	
  podría	
  estar	
  inhibida,	
  

para	
  corroborarlo	
  debemos	
  analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  activación	
  y	
  localización	
  de	
  esta	
  

proteína	
  en	
  las	
  células	
  tumorales	
  (Figura 40).	
  	
  

	
  

Los	
  ensayos	
  aquí	
  desarrollados	
  nos	
  muestran	
  que	
  DhL	
  reduce	
  la	
  actividad	
  de	
  ERK½,	
  

la	
   formación	
  de	
   las	
  AFs,	
   la	
   actividad	
  de	
   las	
  MMPs	
   y	
   la	
   protrusión	
  de	
   la	
  membrana.	
   Estos	
  

resultados	
   nos	
   permiten	
   sugerir	
   que	
   el	
   mecanismo	
   de	
   acción	
   de	
   DhL	
   involucra	
   la	
  

señalización	
   mediada	
   por	
   ERK,	
   cuya	
   inhibición,	
   se	
   relaciona	
   con	
   la	
   disminución	
   de	
   la	
  

actividad	
   de	
   proteínas	
   y	
   procesos	
   que	
   regulan	
   la	
   adhesión,	
   invasión	
   y	
   migración	
   de	
   las	
  

células	
   tumorales.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   concluimos	
   que	
   el	
   tratamiento	
   con	
   DhL	
   reduce	
   las	
  

propiedades	
  metastásicas	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  cultivo.	
  

	
  

	
  

	
  

El	
  cáncer	
  es	
  la	
  segunda	
  causa	
  de	
  muerte	
  en	
  los	
  países	
  desarrollados.	
  Se	
  sabe	
  que	
  con	
  

modificaciones	
   en	
   la	
   dieta,	
   un	
   optimo	
   peso	
   corporal	
   y	
   actividad	
   física	
   regular,	
   las	
  

probabilidades	
   de	
   cáncer	
   se	
   pueden	
   reducir	
   un	
   30%.	
   Los	
   suplementos	
   dietarios,	
   los	
  

fitoquímicos	
  y	
  los	
  minerales	
  son	
  intensamente	
  investigados	
  para	
  la	
  prevención	
  del	
  cáncer,	
  

debido	
   a	
   su	
   baja	
   toxicidad	
   y	
   propiedades	
   antioxidantes.	
   Así,	
   en	
   la	
   ultima	
   década	
   se	
   han	
  

identificado	
   numerosos	
   compuestos	
   botánicos	
   con	
   potencial	
   antitumoral.	
   El	
   estudio	
  

exhaustivo	
   de	
   estos	
   compuesto	
   naturales	
   para	
   determinar	
   su	
  mecanismo	
  molecular,	
   nos	
  

permitirá	
  diseñar	
  futuros	
  ensayos	
  clínicos	
  [189].	
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Muchos	
   compuestos	
   naturales,	
   como	
   los	
   polifenoles	
   presentes	
   en	
   el	
   té	
   verde,	
   la	
  

curcumina	
  de	
  las	
  raíces	
  de	
  Curcuma	
  longa,	
  el	
  resveratrol	
  que	
  se	
  encuentra	
  en	
  el	
  vino	
  tinto,	
  

el	
   licopeno	
  del	
   tomate,	
   el	
   pomegranate	
  presente	
   en	
   la	
   fruta,	
   la	
   luteonina	
  de	
   los	
   vegetales	
  

verdes,	
   la	
   genisteína	
   de	
   la	
   soja,	
   los	
   triterpenos	
   de	
   las	
   hierbas	
   y	
   los	
   ácidos	
   grasos	
  

poliinsaturados,	
  han	
  mostrado	
  tener	
  un	
  gran	
  potencial	
  en	
   la	
  quimioprevención	
  del	
  cáncer	
  

[190].	
  

Las	
   vías	
   de	
   señalización	
   sobre	
   las	
   que	
   actúan	
   los	
   compuestos	
   naturales	
   son	
  

numerosas.	
   Normalmente,	
   un	
   mismo	
   compuesto	
   modifica	
   diferentes	
   procesos	
   celulares,	
  

dependiendo	
   del	
   tipo	
   de	
   célula	
   sobre	
   la	
   que	
   actúe.	
   Muchos	
   quimiopreventivos	
   inducen	
  

arresto	
  del	
  ciclo	
  celular	
  o	
  apoptosis,	
  por	
  activación	
  de	
  p53	
  y	
  sus	
  genes	
  blanco.	
  También,	
  la	
  

vía	
   del	
   NFkB	
   es	
   inhibida	
   por	
   muchos	
   de	
   estos	
   agentes,	
   y	
   así,	
   consiguen	
   suprimir	
   un	
  

importante	
   factor	
   de	
   transcripción,	
   de	
   genes	
   que	
   controlan	
   la	
   proliferación	
   y	
  

transformación	
  celular,	
  la	
  inflamación,	
  invasión	
  y	
  metástasis.	
  En	
  la	
  carcinogénesis,	
  la	
  acción	
  

de	
   los	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   también	
   esta	
   implicada	
   y	
   numerosos	
   compuestos	
   han	
  

demostrado	
  inhibir	
  sus	
  vías	
  de	
  señalización.	
  Por	
  otro	
   lado,	
  se	
  ha	
  visto	
  que	
  el	
  estímulo	
  del	
  

sistema	
  inmune	
  ayuda	
  a	
  eliminar	
  las	
  células	
  dañadas	
  antes	
  de	
  que	
  se	
  desarrolle	
  un	
  tumor.	
  

Algunos	
  compuestos	
  activan	
  a	
  las	
  células	
  T	
  o	
  la	
  producción	
  de	
  citoquinas	
  y	
  así,	
  contribuyen	
  

a	
   la	
   prevención	
   del	
   cáncer.	
   Específicamente	
   en	
   la	
   invasión	
   y	
   metástasis,	
   numerosos	
  

compuestos	
  derivados	
  de	
  hierbas	
  han	
  demostrado	
  interrumpir	
  estos	
  procesos,	
  a	
  través	
  de	
  

la	
  modulación	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  que	
  inducen	
  la	
  adhesión	
  celular,	
  la	
  degradación	
  de	
  

la	
  MEC	
  y	
  la	
  angiogénesis.	
  

Las	
  LSs	
  son	
  compuestos	
  naturales	
  activos,	
  presentes	
  en	
  muchas	
  plantas	
  medicinales,	
  

que	
  han	
  demostrado	
   tener	
   actividad	
  anticancerígena.	
   Las	
  más	
   conocidas	
   son	
   costunolide,	
  

partenolide,	
  helenalina	
  y	
  artemisina,	
  a	
  partir	
  de	
   las	
  cuales	
  se	
  ha	
  reportado	
  que	
   inhiben	
   la	
  

proliferación	
   e	
   inducen	
   apoptosis	
   en	
   las	
   células	
   tumorales,	
   alteran	
   la	
   arquitectura	
   de	
   los	
  

microtúbulos	
  e	
  inhiben	
  la	
  angiogénesis,	
  la	
  migración	
  y	
  la	
  invasión	
  tumoral.	
  	
  

DhL	
   es	
   una	
   LSs	
   que	
   ha	
  mostrado	
   acción	
   inhibitoria	
   en	
   la	
   activación	
   del	
  NFkB	
   y	
   la	
  

proliferación	
   celular,	
   la	
   inducción	
   de	
   apoptosis	
   y	
   el	
   bloqueo	
   del	
   crecimiento	
   tumoral.	
  

Además,	
   en	
   este	
   trabajo	
   hemos	
   demostrado	
   que	
   DhL	
   a	
   través	
   de	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
  

señalización	
  de	
  ERK½,	
  reduce	
  la	
  adhesión,	
  migración	
  e	
  invasión	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  en	
  

cultivo.	
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Con	
  el	
   fin	
  de	
  desarrollar	
   terapias	
  más	
  especificas	
  para	
  el	
  cáncer	
  y	
  menos	
  agresivas	
  

para	
   los	
   pacientes,	
   se	
   buscan	
   entre	
   los	
   compuestos	
   naturales	
   aquellos	
   que	
   posean	
  

propiedades	
   antitumorales.	
   Esto,	
   ha	
   motivado	
   el	
   desarrollo	
   de	
   nuestro	
   trabajo	
   en	
   la	
  

caracterización	
   del	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   el	
   proceso	
   del	
   cáncer.	
   Consideramos	
   que	
   nuestros	
  

resultados	
  proporcionan	
  un	
  gran	
  aporte	
  y	
  sientan	
  las	
  bases,	
  del	
  estudio	
  de	
  las	
  propiedades	
  

antimetastásicas	
  de	
  DhL.	
  

	
  

La	
   seguridad	
   es	
   siempre	
   lo	
   primero	
   a	
   tener	
   en	
   cuenta	
   cuando	
   se	
   desea	
   realizar	
  

estudios	
  con	
  humanos	
  y	
  un	
  agente	
  quimiopreventivo	
  ideal	
  debería	
  ser	
  no	
  tóxico,	
  efectivo	
  a	
  

bajas	
   dosis,	
   económico	
   y	
   fácil	
   de	
   obtener.	
   DhL,	
   a	
   través	
   de	
   numerosas	
   publicaciones	
   ha	
  

demostrado	
   reunir	
   estas	
   características,	
   y	
   por	
   eso	
   esperamos	
   que	
   nuestro	
   trabajo	
  

promueva	
  la	
  continua	
  investigación	
  sobre	
  este	
  compuesto	
  para	
  que	
  sea	
  utilizado	
  en	
  futuros	
  

ensayos	
  clínicos.	
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Para	
   continuar	
   con	
   la	
   caracterización	
   de	
   DhL	
   como	
   antimetastásico,	
   es	
   necesario	
  

profundizar	
  el	
  estudio	
  del	
  mecanismo	
  de	
  acción	
  de	
  este	
  compuesto,	
  en	
  la	
  adhesión,	
  invasión	
  

y	
  migración	
  celular.	
  	
  

En	
  modelos	
  de	
  líneas	
  celulares	
  en	
  cultivo,	
  proponemos	
  analizar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  

renovación	
   de	
   las	
   AFs	
   y	
   el	
   reciclado	
   de	
   las	
   integrinas,	
   la	
   degradación	
   de	
   la	
   MEC	
   y	
   la	
  

formación	
   del	
   frente	
   de	
   avance.	
   Además,	
   planteamos	
   estudiar	
   en	
   un	
  modelo	
   de	
   ratón,	
   el	
  

efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  metástasis	
  experimentales.	
  

De	
  ese	
  modo,	
  los	
  objetivos	
  planteados	
  son:	
  

	
  

Estudiar	
  el	
  efecto	
  de	
  DhL	
  en	
  la	
  renovación	
  de	
  AFs	
  y	
  el	
  reciclaje	
  de	
  integrinas:	
  Analizar	
  

la	
  velocidad	
  de	
  renovación	
  de	
  las	
  AFs	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  quinasas	
  que	
  regulan	
  su	
  ensamble,	
  

como	
  FAK,	
  Src	
  y	
  PKC.	
  Determinar	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  integrinas,	
  su	
  unión	
  especifica	
  a	
  

FN	
  y	
  el	
  tráfico	
  de	
  esta	
  a	
  través	
  del	
  ciclo:	
  protrusión	
  de	
  la	
  membrana,	
  formación	
  de	
  ruffles	
  y	
  

endocitosis	
  regulada	
  por	
  Ras.	
  Estudiar	
  el	
  reciclaje	
  de	
  integrinas	
  mediado	
  por	
  Rab11.	
  

	
  

Analizar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   degradación	
   de	
   la	
   MEC:	
   Estudiar	
   la	
   síntesis	
   y	
  

transporte	
  de	
  vesículas	
  de	
  secreción	
  de	
  MMP-­‐2	
  y	
  MMP-­‐9,	
  y	
  la	
  participación	
  de	
  Rab-­‐40b	
  en	
  

este	
  proceso.	
  Evaluar	
  la	
  formación	
  de	
  invadopodios	
  y	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  enzima	
  degradativa	
  

MT1-­‐MMP	
  presente	
  en	
  la	
  membrana	
  de	
  las	
  células	
  tumorales.	
  

	
  

Profundizar	
   sobre	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   formación	
   del	
   frente	
   de	
   avance	
   celular:	
  

Estudiar	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  Akt,	
  los	
  niveles	
  de	
  PI3K	
  y	
  PTEN.	
  Analizar	
  la	
  endocitosis	
  de	
  

Rac1	
   mediada	
   por	
   Rab5	
   y	
   los	
   niveles	
   de	
   Tiam1	
   (GEF	
   de	
   Rac1).	
   Medir	
   la	
   activación	
   de	
  

cortactina.	
  Estudiar	
  la	
  dinámica	
  de	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  actividad	
  de	
  mDia1.	
  
	
  

Evaluar	
   el	
   efecto	
   de	
   DhL	
   en	
   la	
   formación	
   de	
  metástasis	
   experimentales:	
  Analizar	
   la	
  

distribución	
  y	
  tamaño	
  de	
  los	
  tumores.	
  Estudiar	
  la	
  capacidad	
  de	
  angiogénesis.	
  Determinar	
  la	
  

viabilidad	
  de	
   las	
  células	
  estromales	
  asociadas	
  al	
   tumor.	
  Analizar	
   la	
   reversión	
  del	
   fenotipo	
  

celular	
  mesenquimal	
  al	
  epitelial.	
  Medir	
  la	
  expresión	
  de	
  moléculas	
  de	
  adhesión	
  en	
  las	
  células	
  

metastásicas.	
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Líneas	
  celulares	
  

Para	
  este	
  trabajo	
  se	
  utilizaron	
  las	
  siguientes	
  líneas	
  celulares:	
  células	
  HeLa	
  S3	
  provenientes	
  
de	
  un	
   carcinoma	
   cervical	
   humano,	
   células	
  MCF-­‐7	
  provenientes	
  de	
  un	
   adenocarcinoma	
  de	
  
mama	
   humano	
   metastásico,	
   células	
   MDA-­‐MB-­‐231	
   derivadas	
   de	
   un	
   adenocarcinoma	
  
mamario	
  humano	
   altamente	
  metastásico	
   y	
   células	
  B16-­‐F0	
   y	
  B16-­‐F10	
  provenientes	
  de	
  un	
  
melanoma	
  murino.	
  	
  

Células HeLa S3 

Estas	
  células	
  fueron	
  originalmente	
  aisladas	
  a	
  partir	
  de	
  un	
  carcinoma	
  cervical	
  de	
  una	
  mujer	
  
afroamericana	
  de	
  31	
  años	
  llamada	
  Henrietta	
  Lacks.	
  La	
  morfología	
  de	
  estas	
  células	
  es	
  de	
  tipo	
  
epitelial	
  y	
  tienen	
  incorporado	
  en	
  su	
  genoma	
  secuencias	
  del	
  virus	
  papiloma	
  humano	
  de	
  alto	
  
riesgo	
   tipo	
   18	
   (HR-­‐HPV18).	
   Son	
   heteroploides,	
   en	
   general	
   aneuploides	
   y	
   tienen	
   como	
  
característica	
  principal	
  una	
  alta	
  capacidad	
  de	
  proliferación,	
  lo	
  cual	
  se	
  debe	
  principalmente	
  a	
  
que	
   expresan	
   una	
   proteína	
   vírica	
   que	
   degrada	
   p53.	
   Cuando	
   son	
   cultivadas,	
   forman	
   una	
  
monocapa	
  y	
  tienen	
  la	
  capacidad	
  de	
  inhibición	
  de	
  la	
  proliferación	
  por	
  contacto	
  célula-­‐célula.	
  
Son	
   muy	
   empleadas	
   en	
   los	
   laboratorios	
   de	
   investigación	
   y	
   su	
   uso	
   ha	
   contribuido	
  
ampliamente	
  a	
  los	
  avances	
  del	
  conocimiento	
  de	
  importantes	
  vías	
  moleculares	
  de	
  las	
  células	
  
humanas	
  tanto	
  normales	
  como	
  tumorales.	
  	
  

Células MCF-7 

Originalmente	
  aisladas	
  de	
  un	
  adenocarcinoma	
  de	
  mama	
  metastásico	
  de	
  una	
  mujer	
  de	
  raza	
  
blanca	
   de	
   69	
   años.	
   Una	
   de	
   las	
   características	
   de	
   estas	
   células	
   es	
   la	
   de	
   expresar	
   p53	
   sin	
  
mutaciones.	
  Exhiben	
  algunas	
  características	
  del	
  epitelio	
  mamario	
  diferenciado.	
  Fueron	
  las	
  
primeras	
   células	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama	
   humano	
   en	
   ser	
   mantenidas	
   permanentemente	
   en	
  
cultivo	
   celular.	
   Estas	
   células	
   poseen	
   receptores	
   para	
   estrógeno	
   y	
   son	
   un	
   modelo	
  
ampliamente	
  utilizado	
  para	
  el	
  estudio	
  del	
  cáncer	
  de	
  mama.	
  	
  

Células MDA-MB-231 

La	
  línea	
  celular	
  de	
  cáncer	
  de	
  mama	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  fue	
  obtenida	
  de	
  una	
  paciente	
  de	
  51	
  años,	
  
en	
  1.973,	
  en	
  el	
  Centro	
  del	
  Cáncer	
  M.	
  D.	
  Anderson.	
  Con	
  morfología	
  epitelial,	
  las	
  células	
  MDA-­‐
MB-­‐231	
   adoptan	
   en	
   cultivo	
   una	
   forma	
   ahusada.	
   In	
   vitro,	
   estas	
   células	
   tienen	
   un	
   fenotipo	
  
muy	
   invasivo.	
  Muestran	
  abundante	
  actividad	
  en	
  ensayos	
  de	
  quimiotaxis	
  y	
  quimioinvasión	
  
en	
  cámaras	
  transwell	
  y	
  una	
  gran	
  habilidad	
  para	
  formar	
  colonias.	
  No	
  poseen	
  receptores	
  para	
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estrógeno	
  y	
  se	
  caracterizan	
  por	
  una	
  alta	
  capacidad	
  metastásica	
  en	
  ensayos	
  experimentales	
  
in	
  vivo.	
  	
  

Células B16-F0 y B16-F10 

Las	
   células	
   B16-­‐F0	
   provienen	
   de	
   un	
  melanoma	
   espontáneo	
   generado	
   por	
   un	
   ratón	
   de	
   la	
  
cepa	
  C57BL/6	
  y	
   tienen	
   la	
  característica	
  de	
  ser	
  pobremente	
  metastásicas.	
  Las	
  células	
  B16-­‐
F10	
  fueron	
  obtenidas	
  a	
  partir	
  de	
  las	
  células	
  B16-­‐F0	
  que	
  se	
  inyectaron	
  en	
  ratones	
  C57BL/6	
  
sanos.	
  Las	
  células	
  de	
  los	
  tumores	
  formados	
  fueron	
  aisladas,	
  cultivadas	
  in	
  vitro	
  e	
  inoculadas	
  
nuevamente	
  en	
  ratones.	
  Este	
  ciclo	
  se	
  repitió	
  10	
  veces,	
   lo	
  que	
  permitió	
  obtener	
   las	
  células	
  
B16-­‐F10	
  que	
  se	
  caracterizan	
  por	
  ser	
  muy	
  metastásicas.	
  	
  

Cultivos	
  celulares	
  

Todas	
   las	
   líneas	
   celulares	
   fueron	
  mantenidas	
   en	
   frascos	
  de	
   cultivo	
  T-­‐25	
   y	
   en	
  placas	
  de	
  6	
  
pocillos	
   o	
   de	
  60	
  mm	
  de	
  diámetro	
   (TPP).	
   Las	
   líneas	
   celulares	
  HeLa,	
  MCF-­‐7,	
  MDA-­‐MB-­‐231,	
  
B16-­‐F0	
   y	
   B16-­‐F10	
   fueron	
   cultivadas	
   en	
   medio	
   DMEM-­‐F12	
   (Dulbecco’s	
   Modified	
   Eagle	
  
Medium	
   Nutrient	
   Mixture.	
   GIBCO),	
   suplementado	
   con	
   10%	
   SFB	
   (PAA)	
   y	
   conteniendo	
   un	
  
coctel	
   de	
   antibióticos	
   10.000	
   U/ml	
   penicilina,	
   10	
   mg/ml	
   estreptomicina	
   y	
   25	
   µg/ml	
  
anfotericina	
  (GIBCO).	
  La	
  incubación	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  una	
  estufa	
  a	
  37ºC,	
  con	
  atmosfera	
  de	
  
5%	
  CO2	
  y	
  95%	
  de	
  aire.	
  	
  

Subcultivos	
  celulares	
  

Todas	
  las	
  líneas	
  celulares	
  utilizadas	
  en	
  los	
  experimentos	
  fueron	
  duplicadas	
  en	
  el	
  laboratorio	
  
como	
   máximo	
   12	
   veces	
   (12	
   subcultivos),	
   en	
   condiciones	
   de	
   esterilidad,	
   utilizando	
   una	
  
campana	
   de	
   flujo	
   laminar.	
   Cada	
   subcultivo	
   se	
   realizó	
   cuando	
   las	
   células	
   se	
   encontraron	
  
próximas	
   a	
   un	
   80-­‐90%	
   de	
   confluencia.	
   Para	
   ello,	
   se	
   lavaron	
   2	
   veces	
   con	
   PBS,	
   y	
   se	
  
desprendieron	
  mediante	
  la	
  incubación	
  con	
  una	
  solución	
  de	
  0,25%	
  tripsina,	
  1	
  mM	
  EDTA	
  en	
  
PBS	
   (tripsina-­‐EDTA	
   10x,	
   GIBCO),	
   durante	
   2-­‐5	
   minutos	
   en	
   estufa	
   a	
   37ºC.	
   La	
   tripsina	
   se	
  
inactivó	
   añadiendo	
   medio	
   de	
   cultivo	
   suplementado	
   con	
   SFB.	
   A	
   continuación,	
   las	
   células	
  
fueron	
  subcultivadas	
  o	
  sembradas	
  en	
  placas,	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  los	
  ensayos.	
  	
  

Criopreservación	
  y	
  descongelación	
  de	
  células	
  

Las	
  células	
  se	
  conservaron	
  en	
  nitrógeno	
  liquido.	
  Para	
  ello,	
  las	
  células	
  en	
  cultivo	
  en	
  80%	
  de	
  
confluencia	
   fueron	
  desprendidas	
  con	
   tripsina	
  y	
  1,5-­‐2	
  x	
  106	
  células	
   fueron	
  centrifugadas	
  a	
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1.000	
   rpm	
   durante	
   7	
   minutos.	
   El	
   sedimento	
   se	
   resuspendió	
   con	
   10%	
   dimetilsulfoxido	
  
(DMSO)	
  en	
  SFB,	
  (medio	
  de	
  congelamiento)	
  y	
  se	
  cargó	
  en	
  los	
  criotubos,	
  (el	
  DMSO	
  se	
  utilizó	
  
como	
  crioprotector	
  porque	
  previene	
  la	
  formación	
  de	
  cristales	
  de	
  hielo	
  intracelulares).	
  Los	
  
criotubos	
  fueron	
  incubados	
  en	
  el	
  siguiente	
  orden:	
  4ºC	
  por	
  30	
  minutos,	
  -­‐20ºC	
  por	
  1	
  hora,	
  -­‐
70ºC	
  por	
  4	
  horas	
  y	
  posteriormente	
  se	
  almacenaron	
  en	
  nitrógeno	
  liquido	
  hasta	
  su	
  uso.	
  	
  

Deshidroleucodina	
  

La	
   Deshidroleucodina	
   (DhL)	
   fue	
   obtenida	
   en	
   la	
   cátedra	
   de	
   Química	
   Orgánica	
   de	
   la	
  
Universidad	
   Nacional	
   de	
   San	
   Luis	
   y	
   producida	
   en	
   nuestro	
   laboratorio	
   por	
   la	
   técnica	
   de	
  
cromatografía	
  en	
  columna	
  con	
  solventes	
  orgánicos	
  [191].	
  	
  Para	
  realizar	
  los	
  experimentos	
  se	
  
preparó	
  una	
  solución	
  madre	
  de	
  DhL	
  en	
  DMSO	
  de	
  concentración	
  0,2	
  M,	
  que	
  luego	
  se	
  diluyó	
  
en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  para	
  obtener	
  una	
  concentración	
  de	
  1	
  mM,	
  y	
  a	
  partir	
  de	
  esta	
  última	
  se	
  
realizaron	
  las	
  diluciones	
  en	
  las	
  placas	
  de	
  cultivo	
  para	
  el	
  tratamiento	
  de	
  las	
  células.	
  Así,	
  las	
  
células	
  recibieron	
  una	
  concentración	
  de	
  DMSO	
  menor	
  a	
  0,005%.	
  

Tratamientos	
  celulares	
  

Antes	
  de	
   comenzar	
   cada	
   experimento	
   las	
   células	
   en	
  proliferación,	
   al	
   80%	
  de	
   confluencia,	
  
fueron	
  mantenidas	
   en	
  medio	
  de	
   cultivo	
   sin	
   suero	
  por	
  24	
  horas.	
   Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
  
incubadas	
  con	
  HU	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  con	
  1,5%	
  SFB,	
  para	
  inhibir	
  la	
  proliferación	
  celular.	
  A	
  
esta	
  condición	
  la	
  llamamos	
  “células	
  arrestadas	
  con	
  HU”.	
  A	
  tiempo	
  0	
  de	
  incubación	
  con	
  HU,	
  
las	
  “células	
  controles”	
  recibieron	
  el	
  vehículo	
  del	
  compuesto	
  (DMSO)	
  y	
  las	
  “células	
  tratadas”	
  
recibieron	
  DhL	
  hasta	
  una	
  concentración	
  de	
  20	
  µM.	
  Luego,	
  estas	
  fueron	
  incubadas	
  en	
  estufa	
  
a	
   37ºC,	
   con	
   una	
   atmosfera	
   de	
   5%	
   de	
   CO2	
   y	
   95%	
   de	
   aire,	
   el	
   tiempo	
   indicado	
   en	
   cada	
  
experimento.	
  	
  

Ensayo	
  de	
  Proliferación	
  

Se	
   colocaron	
   30.000	
   células/p,	
   en	
   placas	
   de	
   24	
   pocillos	
   y	
   se	
   incubaron	
   por	
   2	
   horas	
   para	
  
permitir	
   la	
   adhesión	
   celular	
   a	
   la	
   placa.	
   Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
   tratadas	
   con	
  
concentraciones	
  crecientes	
  de	
  HU	
  (0,	
  0,5,	
  1,	
  2,	
  4	
  y	
  8	
  mM)	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  con	
  1,5%	
  SFB.	
  
A	
  las	
  24	
  horas,	
  las	
  células	
  fueron	
  desprendidas	
  con	
  tripsina/EDTA,	
  resuspendidas	
  en	
  medio	
  
con	
  10%	
  SFB	
  y	
  colocadas	
  en	
  una	
  cámara	
  de	
  Neubauer.	
  Se	
  realizó	
  el	
  recuento	
  celular	
  en	
  los	
  
cuatro	
   cuadrantes	
  de	
   la	
   retícula	
  de	
   la	
   cámara,	
   en	
  un	
  microscopio	
  óptico	
   con	
  contraste	
  de	
  
fase	
  Nikon	
  Alphaphot-­‐2,	
  con	
  objetivo	
  10x.	
  El	
  cálculo	
  del	
  número	
  de	
  células/p	
  se	
  realizó	
  con	
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la	
   siguiente	
   formula:	
   células/p	
   =	
   (células	
   contadas	
   x	
   10.000	
   x	
   volumen	
   de	
   dilución)	
   /	
   4	
  
(Figura	
  41).	
  
	
  

	
  

Figura 41. Detalle de la retícula de una cámara de Neubauer. El recuento de células 
es realizado en los cuatro cuadrantes señalados y posteriormente se aplica la formula 
células/p = (células contadas x 10.000 x volumen de dilución) / 4 para determinar la 
concentración celular.  

Viabilidad	
  celular	
  

30.000	
  células/p	
   fueron	
  sembradas	
  en	
  placas	
  de	
  24	
  pocillos	
  e	
   incubadas	
  durante	
  2	
  horas	
  
para	
  permitir	
  la	
  adhesión	
  celular.	
  Luego,	
  las	
  células	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  
0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Posteriormente,	
  las	
  células	
  fueron	
  desprendidas	
  de	
  la	
  placa	
  de	
  
cultivo	
  con	
  tripsina/EDTA	
  y	
  se	
  tiñeron	
  con	
  0,4%	
  azul	
  trypan/PBS	
  a	
  pH	
  7.	
  Inmediatamente,	
  
realizamos	
  el	
  recuento	
  de	
  las	
  células	
  incoloras	
  y	
  teñidas	
  de	
  azul	
  en	
  la	
  cámara	
  de	
  Neubauer.	
  
El	
  porcentaje	
  de	
  viabilidad	
  celular	
  fue	
  calculado	
  de	
  la	
  siguiente	
  manera:	
  número	
  de	
  células	
  
viables	
  /	
  número	
  total	
  de	
  células	
  x	
  100.	
  

Senescencia	
  

Las	
  células	
   fueron	
  sembradas	
  sobre	
  cubreobjetos	
  de	
  vidrio	
  estériles	
  e	
   incubadas	
  hasta	
  un	
  
80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  incubación	
  con	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  
células	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Como	
  control	
  
positivo	
  de	
  senescencia	
  se	
  utilizaron	
  células	
  en	
  proliferación,	
  tratadas	
  con	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  
48	
  horas.	
  A	
  continuación,	
  las	
  células	
  fueron	
  lavadas	
  2	
  veces	
  con	
  PBS	
  y	
  fijadas	
  con	
  2%	
  PFA,	
  
0,2%	
  glutaraldehído	
  en	
  PBS	
  por	
  5	
  minutos.	
  Luego,	
  las	
  células	
  se	
  lavaron	
  tres	
  veces	
  con	
  PBS	
  
y	
   se	
   incubaron	
   con	
   una	
   solución	
   de	
   1	
   mg/ml	
   X-­‐gal	
   (5-­‐bromo-­‐4-­‐cloro-­‐3-­‐indolil	
   b-­‐D-­‐
galactósido,	
  5	
  mM	
  K3Fe(CN)6	
  y	
  2mM	
  MgCl2	
  en	
  PBS,	
  a	
  pH	
  6),	
  (Promega),	
  a	
  37ºC,	
  por	
  6	
  horas.	
  
Por	
  último,	
  tras	
  remover	
  la	
  solución	
  de	
  X-­‐gal	
  con	
  PBS,	
  las	
  células	
  fueron	
  visualizadas	
  en	
  un	
  
microscopio	
  óptico	
  Nikon	
  80i,	
  con	
  objetivo	
  40x.	
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Apoptosis	
  

La	
   determinación	
   de	
   apoptosis	
   se	
   realizó	
   en	
   base	
   a	
   que	
   en	
   las	
   etapas	
   tempranas	
   de	
   este	
  
proceso,	
   los	
   fosfolípidos	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   como	
   fosfatidilserina	
   y	
  
fosfatidiletanolamina	
  se	
  reditribuyen	
  desde	
   la	
  capa	
   interna	
  a	
   la	
  capa	
  externa	
  de	
   la	
  bicapa	
  
lipídica,	
  donde	
  quedan	
  expuestos	
  en	
  la	
  superficie	
  celular.	
  La	
  detección	
  de	
  estos	
  fosfolípidos	
  
externos	
   se	
   lleva	
   a	
   cabo	
   mediante	
   la	
   unión	
   de	
   anexina	
   V.	
   Para	
   esta	
   determinación,	
   las	
  
células	
  adheridas	
  a	
  la	
  placa	
  de	
  cultivo	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  
DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   fueron	
   lavadas	
   con	
   PBS	
   e	
   incubadas	
   con	
   1x	
   anexina	
   V-­‐FITC	
  
(Invitrogen),	
   en	
   oscuridad,	
   a	
   37ºC,	
   por	
   15	
   minutos.	
   A	
   continuación,	
   las	
   células	
   fueron	
  
examinadas	
  con	
  un	
  microscopio	
  de	
  fluorescencia	
  Nikon	
  TE-­‐2000,	
  con	
  objetivo	
  20x.	
  

Ensayo	
  de	
  adhesión	
  y	
  expansión	
  celular	
  

Preparación de las placas  
	
  
Las	
   placas	
   de	
   6	
   pocillos	
   y	
   cubreobjetos	
   de	
   vidrio	
   fueron	
   recubiertas	
   con	
   10	
   µg/ml	
  
fibronectina	
  (BD	
  Biosciences)	
  e	
  incubadas	
  a	
  37ºC	
  por	
  1	
  hora.	
  Luego	
  fueron	
  lavados	
  con	
  PBS	
  
y	
   para	
   evitar	
   uniones	
   inespecíficas	
   a	
   la	
   fibronectina,	
   estos	
   fueron	
   bloqueados	
   con	
   0,1%	
  	
  
albúmina	
  en	
  PBS,	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  por	
  1	
  hora.	
  	
  
	
  
Adhesión celular  
	
  
Las	
  células	
  en	
  80%	
  de	
  confluencia	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µm	
  DhL	
  
por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   fueron	
   desprendidas	
   de	
   la	
   placa	
   de	
   cultivo	
   con	
   1	
  mM	
  EDTA/PBS,	
   a	
  
37ºC,	
  por	
  10	
  minutos	
  (en	
  los	
  ensayos	
  de	
  adhesión	
  no	
  utilizamos	
  tripsina	
  para	
  no	
  dañar	
  las	
  
proteínas	
  de	
   la	
   superficie	
  de	
   la	
  membrana).	
   Se	
   sembraron	
  50.000	
   células/p	
  en	
   las	
  placas	
  
recubiertas	
   con	
   fibronectina,	
  y	
   se	
   incubaron	
  en	
  medio	
  con	
  10%	
  SFB,	
  durante	
  10,	
  20	
  y	
  60	
  
minutos	
   a	
   37ºC.	
   Posteriormente,	
   se	
   retiró	
   el	
   medio	
   de	
   cultivo	
   y	
   el	
   número	
   de	
   células	
  
adheridas	
  a	
   la	
  placa	
  se	
  determinó	
  con	
  un	
  microscopio	
  óptico	
  con	
  contraste	
  de	
   fase	
  Nikon	
  
TE-­‐2000,	
  con	
  objetivo	
  4x.	
  
	
  
Expansión celular 
	
  
Las	
  células	
  en	
  80%	
  de	
  confluencia	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µm	
  DhL	
  
por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   fueron	
   desprendidas	
   de	
   la	
   placa	
   de	
   cultivo	
   con	
   1	
  mM	
  EDTA/PBS,	
   a	
  
37ºC,	
   por	
   10	
   minutos.	
   Se	
   sembraron	
   50.000	
   células/p	
   en	
   placas	
   recubiertas	
   con	
  
fibronectina	
   y	
   se	
   incubaron	
   durante	
   1	
   hora	
   para	
   permitir	
   la	
   adhesión	
   celular.	
  
Posteriormente,	
  se	
  descartó	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  las	
  células	
  adheridas	
  a	
  la	
  placa	
  se	
  incubaron	
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en	
  medio	
  con	
  10%	
  SBF,	
  durante	
  3	
  horas	
  para	
  permitir	
   la	
  expansión	
  celular.	
  Las	
  células	
  se	
  
fotografiaron	
  con	
  un	
  microscopio	
  óptico	
  con	
  contraste	
  de	
  fase	
  Nikon	
  TE-­‐2000,	
  con	
  objetivo	
  
20x,	
  	
  y	
  se	
  midió	
  el	
  área	
  celular	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J	
  (Image	
  J	
  1.46r,	
  National	
  Institute	
  of	
  
Health).	
  

Inmunofluorescencia	
  

Las	
  celulas	
  cultivadas	
  sobre	
  placas	
  de	
  cultivo	
  o	
  cubreobjetos	
  de	
  vidrio	
  recubiertos	
  con	
  FN,	
  
fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL.	
  Al	
  final	
  del	
  tratamiento,	
  las	
  células	
  
fueron	
   fijadas	
   con	
   4%	
   PFA,	
   a	
   37	
   ºC	
   por	
   20	
  minutos,	
   se	
   trataron	
   con	
   50	
  mM	
   cloruro	
   de	
  
amonio	
   durante	
   30	
  minutos	
   y	
   se	
   permeabilizaron	
   con	
   0,05%	
   saponina,	
   0,2%	
   albúmina	
   y	
  
0,01%	
   azida	
   sódica	
   en	
   PBS,	
   durante	
   30	
   minutos.	
   Para	
   visualizar	
   las	
   AFs	
   se	
   utilizó	
   el	
  
anticuerpo	
  anti-­‐vinculina-­‐FITC.	
  Para	
  estudiar	
  los	
  filamentos	
  de	
  actina,	
  	
  los	
  microtúbulos	
  y	
  la	
  
proteína	
  Rac1	
  se	
  realizó	
  la	
  tinción	
  con	
  faloidina-­‐FITC,	
  y	
  los	
  anticuerpos	
  primarios	
  anti-­‐alfa-­‐
tubulina	
   y	
   anti-­‐Rac1,	
   respectivamente.	
   Como	
  anticuerpo	
   secundario	
   se	
   utilizó	
   anti-­‐IgG	
  de	
  
ratón	
   Cy3	
   (Tabla	
   1).	
   Tanto	
   la	
   faloidina	
   como	
   los	
   anticuerpos	
   se	
   incubaron	
   a	
   4	
   ºC	
   por	
   18	
  
horas.	
  Por	
  último,	
   los	
  preparados	
  se	
  observaron	
  en	
  un	
  microscopio	
  Confocal	
  Olympus	
  FV-­‐
1000	
  y	
  Confocal	
  Nikon	
  C1,	
  con	
  objetivo	
  60x.	
  	
  

Especificidad Dilución Orígen Marca 

Vinculina-FITC 1:200 Ratón Sigma 

Alfa-tubulina 1:50 Ratón Abcam 

Faloidina-FITC 0,25 mM Amanita phalloides Sigma 

Rac1 1:200 Ratón Santa Cruz 

IgG ratón Cy3 1:400 Cabra Jackson 

	
  

Tabla 1. Anticuerpos y reactivos utilizados para realizar la técnica de inmunofluorescencia 
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Especificidad Dilución Orígen Marca 

Vinculina 1:1000 Ratón Sigma 

Alfa-tubulina 1:1000 Ratón Abcam 

p-ERK ½ 1:500 Conejo Santa Cruz 

ERK ½ 1:1500 Ratón Santa Cruz 

p-JNK 1:500 Conejo Santa Cruz 

JNK 1:1000 Ratón Santa Cruz 

p-p38 1:500 Conejo Santa Cruz 

p38 1:1000 Ratón Santa Cruz 

Beta-actina 1:2500 Ratón Sigma 

Rac1 1:500 Ratón Jackson 

IgG-ratón-HRP 1:10.000 Cabra Jackson 

IgG-conejo-
HRP 

1:10.000 Cabra Jackson 

	
  
Tabla 2. Anticuerpos utilizados para realizar el Western blot 

Western	
  Blot	
  

Las	
  celulas	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  60	
  mm,	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  
incubación	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  celulas	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  
tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Luego,	
  las	
  células	
  fueron	
  levantadas	
  de	
  la	
  placa	
  de	
  
cultivo	
  por	
  medios	
  mecánicos	
  y	
   tratadas	
   con	
  buffer	
  de	
   lisis	
   (50	
  mM	
  HEPES,	
  1	
  mM	
  EDTA,	
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150	
  mM	
  NaCl,	
  10	
  mM	
  beta-­‐glicerofosfato,	
  1	
  mM	
  NaF,	
  0,1%	
  Tritón	
  X-­‐100	
  y	
  10%	
  glicerol,	
  pH	
  
7,4)	
  con	
  inhibidores	
  de	
  proteasas.	
  El	
  lisado	
  celular	
  se	
  centrifugó	
  a	
  4.000g	
  por	
  10	
  minutos	
  y	
  
en	
  el	
  sobrenadante	
  se	
  cuantificaron	
  las	
  proteínas	
  por	
   la	
  técnica	
  de	
  Bradford.	
  En	
  un	
  gel	
  de	
  
poliacrilamida	
   al	
   12,5%	
   se	
   sembraron	
   40	
   µg	
   de	
   proteínas	
   de	
   cada	
   muestra	
   y	
   la	
   corrida	
  
electroforética	
  se	
  realizó	
  a	
  100V	
  y	
  20mA	
  por	
  3	
  horas.	
  Posteriormente,	
  se	
  transfirieron	
  las	
  
proteínas	
   a	
   una	
   membrana	
   de	
   nitrocelulosa	
   y	
   ésta	
   se	
   incubó,	
   por	
   20	
   minutos,	
   con	
   una	
  
solución	
  de	
  bloqueo	
  (5%	
  leche	
  descremada	
  en	
  PBS-­‐tween).	
  Luego	
  la	
  membrana	
  se	
  incubó	
  
con	
   los	
   anticuerpos	
   primarios	
   específicos,	
   a	
   4ºC,	
   durante	
   18	
   horas.	
   A	
   continuación,	
   se	
  
incubó	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  secundario	
  conjugado	
  con	
  la	
  enzima	
  peroxidasa	
  de	
  rábano	
  (HRP)	
  a	
  
22ºC	
   por	
   2	
   horas,	
   y	
   las	
   proteínas	
   fueron	
   reveladas	
   con	
   el	
   reactivo	
   quimioluminiscente	
  
SuperSignal	
  West	
  Pico	
  chemiluminescent	
  substrate	
  (Pierce/ThermoFisher	
  Scientific	
  Inc)	
  y	
  
analizadas	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J	
  (Tabla	
  2).	
  	
  

Zimografía	
  

Las	
  celulas	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  60	
  mm,	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  
incubación	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  celulas	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  
tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  El	
  medio	
  de	
  cultivo	
  de	
  las	
  células	
  fue	
  recuperado	
  
y	
   se	
   le	
   agregó	
   1x	
   buffer	
   Laemmli	
   (sin	
   beta-­‐mercapto-­‐etanol).	
   Con	
   iguales	
   volúmenes	
   de	
  
muestra	
  se	
  realizó	
  la	
  electroforesis	
  en	
  condiciones	
  reductoras,	
  no	
  desnaturalizantes,	
  en	
  un	
  
gel	
   al	
  8%	
  poliacrilamida	
  y	
  1%	
  gelatina.	
   Luego,	
   el	
   gel	
   se	
   lavó	
  durante	
  45	
  minutos	
   con	
  2%	
  
tritón	
  y	
  15	
  minutos	
  con	
  agua	
  destilada,	
  y	
  posteriormente	
  se	
  incubó	
  durante	
  48	
  horas	
  en	
  un	
  
buffer	
  renaturalizante	
  (50	
  mM	
  Tris,	
  5	
  mM	
  CaCl2,	
  5	
  mM	
  ZnCl2	
  a	
  pH	
  7,4).	
  Por	
  último,	
  se	
  realizó	
  
la	
   tinción	
   del	
   gel	
   con	
   solución	
   azul	
   coomasie	
   y	
   las	
   bandas	
   claras,	
   correspondientes	
   a	
   la	
  
actividad	
  gelatinolítica	
  de	
  las	
  proteínas,	
  se	
  cuantificaron	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J.	
  	
  

Migración	
  e	
  invasión	
  en	
  cámaras	
  transwell	
  

La	
  cámara	
  transwell	
  (BD	
  Biosciences)	
  es	
  un	
  inserto	
  que	
  se	
  coloca	
  en	
  una	
  placa	
  de	
  cultivo	
  de	
  
24	
  pocillos	
  y	
  así,	
   forma	
  una	
  cámara	
  superior	
  e	
   inferior	
  separadas	
  por	
  una	
  membrana	
  con	
  
poros	
   de	
   8	
   µm.	
   Para	
   el	
   ensayo	
   de	
   migración,	
   en	
   la	
   cámara	
   inferior	
   se	
   colocó	
   medio	
   de	
  
cultivo	
  con	
  10%	
  SFB	
  y	
  en	
  la	
  cámara	
  superior	
  una	
  suspensión	
  de	
  5.000	
  células	
  en	
  medio	
  de	
  
cultivo	
   con	
   1,5%	
   SFB,	
   y	
   se	
   incubaron	
   durante	
   2	
   horas	
   para	
   permitir	
   la	
   adhesión	
   celular.	
  
Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
  arrestadas	
   con	
  HU	
  y	
   tratadas	
   con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  
Posteriormente,	
   las	
  células	
  que	
  quedaron	
  en	
  la	
  cámara	
  superior	
  fueron	
  eliminadas	
  con	
  un	
  
algodón	
  y	
   las	
  células	
  que	
   llegaron	
  a	
   la	
  cámara	
   inferior	
   fueron	
  teñidas	
  con	
  cristal	
  violeta	
  y	
  
contadas	
  en	
  el	
  microscopio	
  óptico	
  Nikon	
  TE-­‐2000,	
  con	
  objetivo	
  20x.	
  Para	
  realizar	
  el	
  ensayo	
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de	
   invasión	
   se	
   utilizó	
   el	
   mismo	
   procedimiento	
   con	
   la	
   única	
   diferencia	
   que	
   las	
   cámaras	
  
transwell	
  se	
  encuentran	
  recubiertas	
  con	
  matrigel.	
  	
  

Ensayo	
  de	
  la	
  herida	
  

Las	
  células	
  fueron	
  incubadas	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos	
  hasta	
  una	
  confluencia	
  del	
  80%.	
  Luego	
  
de	
  24	
  horas	
  de	
  incubación	
  con	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB,	
  se	
  realizó	
  la	
  herida	
  con	
  una	
  punta	
  
de	
  pipeta	
  P200	
  y	
  las	
  células	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  tratadas	
  con	
  0,	
  5,	
  10	
  y	
  20	
  µM	
  DhL	
  
por	
  24	
  horas.	
  Como	
  inhibidor	
  de	
  la	
  migración	
  se	
  utilizó	
  1	
  µg/ml	
  Citocalasina	
  B.	
  Se	
  tomaron	
  
fotografías	
  de	
  la	
  herida	
  con	
  un	
  microscopio	
  óptico	
  Nikon	
  TE-­‐2000,	
  con	
  objetivo	
  4x,	
  a	
  las	
  0	
  y	
  
24	
   horas	
   de	
   tratamiento	
   y	
   se	
   cuantificó	
   el	
   número	
   de	
   células	
   que	
   cubrían	
   la	
   herida.	
  
Expresamos	
   el	
   resultado	
   como	
   porcentaje	
   de	
   células	
   que	
   cierran	
   la	
   herida	
   tomando	
   al	
  
control	
  como	
  100%.	
  

Video-­‐microscopía	
  en	
  células	
  vivas	
  

Para	
  la	
  realización	
  de	
  secuencias	
  de	
  imágenes	
  en	
  celulas	
  vivas,	
  se	
  tomaron	
  fotografías	
  con	
  
una	
  cámara	
  CCD	
  Hamamatsu	
  Orca	
  100,	
  adosada	
  a	
  un	
  microscopio	
  de	
  contrate	
  de	
  fase	
  Nikon	
  
TE-­‐2000,	
   con	
   una	
   platina	
   termostatizada	
   a	
   37	
   ºC	
   y	
   objetivo	
   20x.	
   Para	
   el	
   análisis	
   de	
   la	
  
velocidad,	
   direccionalidad	
   y	
  morfología	
   celular	
   se	
   obtuvieron	
   imágenes	
   cada	
   15	
  minutos,	
  
durante	
  24	
  horas.	
  Para	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  dinámica	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  a	
  las	
  6	
  horas	
  
de	
   tratamiento	
   se	
   tomaron	
   imágenes	
   cada	
   3	
   segundos,	
   durante	
   15	
   minutos.	
   Luego,	
   las	
  
imágenes	
   fueron	
   analizadas	
   con	
   el	
   programa	
   Image	
   J	
   mediante	
   la	
   aplicación	
   “Manual	
  
tracking”	
  y	
  “Kymography”	
  para	
  realizar	
  el	
  rastreo	
  celular	
  y	
  la	
  kimografía,	
  respectivamente.	
  	
  

Morfología	
  celular	
  

El	
  análisis	
  de	
  la	
  morfología	
  celular	
  se	
  realizó	
  sobre	
  fotografías	
  de	
  las	
  células,	
  tomadas	
  con	
  
un	
   microscopio	
   óptico	
   de	
   contraste	
   de	
   fase	
   Nikon	
   TE-­‐2000,	
   con	
   objetivo	
   20x.	
   Con	
   el	
  
programa	
   Image	
   J,	
  medimos	
   el	
   área	
   total,	
   largo,	
   ancho,	
   perímetro	
   y	
   casco	
   convexo	
  de	
   las	
  
células,	
  y	
  con	
  estos	
  datos	
  calculamos	
  los	
  siguientes	
  parámetros	
  morfológicos:	
  factor	
  forma	
  
[4π	
  x	
  área	
   celular/perímetro²],	
   índice	
  de	
  bipolaridad	
   [largo	
  celular/ancho	
  celular],	
   índice	
  
de	
  expansión	
  [π(largo	
  del	
  casco	
  convexo)²/4(área	
  del	
  casco	
  convexo)]	
  e	
  índice	
  de	
  procesos	
  
[área	
  del	
  casco	
  convexo	
  –	
  área	
  celular],	
  [192].	
  Para	
  medir	
  las	
  dimensiones	
  del	
  frente	
  celular,	
  
consideramos	
  como	
  “frente	
  celular”,	
  a	
  la	
  parte	
  anterior	
  del	
  cuerpo,	
  que	
  se	
  extiende	
  desde	
  la	
  
mitad	
  del	
  núcleo	
  hasta	
  el	
  margen	
  anterior	
  de	
  la	
  célula	
  (Figura 42).	
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Figura 42. Parámetros morfológicos de la célula 

Fraccionamiento	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  

Las	
  células	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  60	
  mm,	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  
incubación	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  celulas	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  
tratadas	
  con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
  Las	
  células	
  fueron	
  lavadas	
  con	
  el	
  buffer	
  de	
  lavado	
  
(125	
  mM	
  NaCl,	
  4	
  mM	
  KCl,	
  10	
  mM	
  NaHCO3,	
  1	
  mM	
  KH2PO4,	
  10	
  mM	
  glucosa,	
  1	
  mM	
  CaCl2,	
  1	
  mM	
  
MgCl2	
  y	
  20	
  mM	
  HEPES	
  a	
  pH	
  7,4)	
  y	
  luego	
  se	
  les	
  agregó	
  200	
  µl	
  de	
  buffer	
  de	
  lisis	
  (0,5%	
  Tritón	
  
X-­‐100,	
   100	
  mM	
  KCl,	
   5	
  mM	
  MgCl2,	
   2	
  mM	
  EGTA	
  y	
  25	
  mM	
  Tris,	
   pH	
  7,5)	
   con	
   inhibidores	
  de	
  
proteasas.	
   Luego	
   de	
   incubar	
   a	
   4ºC	
   por	
   10	
   minutos,	
   el	
   lisado	
   celular	
   fue	
   recuperado	
   y	
  
centrifugado,	
   a	
   10.000g	
   por	
   10	
   minutos,	
   para	
   separar	
   el	
   precipitado	
   (descarte)	
   y	
   el	
  
sobrenadante	
  se	
  recuperó	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  100.000g,	
  a	
  4ºC,	
  por	
  30	
  minutos,	
  para	
  separar	
  el	
  
precipitado	
   (filamentos	
   cortos	
   de	
   actina)	
   y	
   el	
   sobrenadante	
   (monómeros	
   de	
   actina).	
   Los	
  
filamentos	
  cortos	
  de	
  actina	
  fueron	
  disueltos	
  en	
  30	
  µl	
  de	
  buffer	
  urea	
  (8	
  M	
  urea,	
  7	
  mM	
  CaCl2	
  y	
  
2	
  mM	
  ATP).	
  El	
  material	
  que	
  anteriormente	
  quedó	
  adherido	
  a	
  la	
  placa	
  (filamentos	
  largos	
  de	
  
actina)	
   se	
   lavó	
   con	
  el	
   buffer	
  de	
   lavado	
  y	
   fue	
  disuelto	
   en	
  200	
  µl	
  de	
  buffer	
  urea	
   (Figura 43).	
  
Luego,	
  se	
  utilizaron	
  iguales	
  volúmenes	
  de	
  las	
  fracciones	
  de	
  monómeros,	
  filamentos	
  cortos	
  y	
  
filamentos	
   largos	
   de	
   actina	
   para	
   realizar	
   el	
  Western	
   blot.	
   La	
   cantidad	
   de	
   actina	
   en	
   cada	
  
fracción	
   fue	
   determinada	
   con	
   el	
   anticuerpo	
   primario	
   anti-­‐beta-­‐actina	
   y	
   con	
   el	
   anticuerpo	
  
secundario	
  conjugado	
  a	
  HRP.	
  El	
  análisis	
  de	
  las	
  bandas	
  de	
  actina	
  se	
  realizó	
  con	
  el	
  programa	
  
Image	
  J.	
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Figura 43. Esquema de trabajo para el fraccionamiento del citoesqueleto de actina 

Pull	
  down	
  para	
  Rac1	
  

Las	
  células	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  60	
  mm,	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  
incubación	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  células	
  fueron	
  arrestadas	
  con	
  HU	
  y	
  
tratadas	
   con	
   0	
   ó	
   20	
   µM	
   DhL	
   por	
   24	
   horas.	
   Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
   lavadas	
   con	
   PBS,	
  
recuperadas	
  por	
  medios	
  mecánicos	
  y	
  lisadas	
  con	
  buffer	
  de	
  lisis	
  (50	
  mM	
  Tris–HCl,	
  500	
  mM	
  
NaCl,	
  10	
  mM	
  MgCl2,	
  1%	
  Triton	
  X-­‐100,	
  0,5%	
  desoxicolato	
  de	
  sodio,	
  0,1%	
  SDS,	
  5	
  μg/mL	
  de	
  
leupeptina	
  y	
  aprotinina,	
  0,1	
  mM	
  PMSF	
  a	
  pH	
  7,4).	
  Los	
   lisados	
  celulares	
   fueron	
  clarificados	
  
por	
  centrifugación	
  a	
  10.000g,	
  a	
  4°C	
  por	
  30	
  min.	
  Una	
  fracción	
  del	
   lisado	
  fue	
  separada	
  para	
  
realizar	
   el	
   Western	
   blot	
   y	
   el	
   resto	
   fue	
   incubado	
   con	
   partículas	
   de	
   agarosa-­‐glutatión	
  
(Millipore)	
   unidas	
   al	
   dominio	
   GST-­‐PBD,	
   a	
   4ºC	
   por	
   1	
   hora.	
   Posteriormente,	
   las	
   partículas	
  
fueron	
   lavadas	
   tres	
   veces	
   con	
   buffer	
   de	
   lavado	
   (50	
  mM	
   Tris–HCl,	
   150	
  mM	
  NaCl,	
   10	
  mM	
  
MgCl2,	
   1%	
   Triton	
   X-­‐100,	
   5	
   μg/ml	
   de	
   leupeptina	
   y	
   aprotinina,	
   0,1	
  mM	
   PMSF	
   a	
   pH	
   7,4)	
   y	
  
centrifugadas	
  a	
  2.000g,	
  a	
  4ºC,	
  por	
  5	
  min.	
  Se	
  realizó	
  el	
  Western	
  blot	
  con	
  la	
  fracción	
  del	
  lisado	
  
total	
  y	
   la	
   fracción	
  de	
  partículas	
  de	
  agarosa.	
  Por	
  último,	
   la	
  cantidad	
  de	
  proteína	
  Rac1	
  en	
  el	
  
lisado	
   celular	
   y	
   unida	
   a	
   las	
   partículas	
   de	
   agarosa	
   fue	
   detectada	
   utilizando	
   el	
   anticuerpo	
  
específico	
  anti-­‐Rac1.	
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Microscopía	
  electrónica	
  de	
  barrido	
  

Las	
  células	
   fueron	
  cultivadas	
  en	
  cubreobjetos	
  de	
  vidrio	
  recubiertos	
  con	
  FN,	
  hasta	
  un	
  80%	
  
de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  la	
  incubación	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  sin	
  SFB	
  por	
  24	
  horas,	
  las	
  células	
  
fueron	
  arrestadas	
   con	
  HU	
  y	
   tratadas	
   con	
  0	
  ó	
  20	
  µM	
  DhL	
  por	
  24	
  horas.	
   Luego,	
   las	
   células	
  
fueron	
   lavadas	
   con	
  buffer	
   0,1	
  M	
   cacodilato	
   a	
   pH	
  7,4	
   y	
   fijadas	
   con	
  2,5%	
  glutaradehído	
   en	
  
cacodilato.	
  La	
  deshidratación	
  de	
  las	
  muestras	
  se	
  realizó	
  con	
  concentraciones	
  crecientes	
  de	
  
acetona.	
  Se	
  realizaron	
  dos	
  cambios	
  de	
  50%	
  y	
  70%	
  acetona	
  y	
  tres	
  cambios	
  de	
  90%	
  y	
  100%	
  
acetona,	
  5	
  minutos	
  por	
  cambio.	
  El	
  punto	
  crítico	
  de	
  secado	
  se	
  realizó	
  en	
  un	
  aparato	
  manual	
  
Sorvall	
  (USA)	
  que	
  consta	
  de	
  una	
  cámara	
  donde	
  se	
  colocó	
  el	
  último	
  cambio	
  de	
  100%	
  acetona	
  
y	
   las	
  muestras.	
   Este	
   aparato	
   tiene	
   adosado	
  un	
   tubo	
  de	
  CO2	
  mediante	
   el	
   cual	
   se	
   realizó	
   el	
  
intercambio	
   del	
   líquido	
   (acetona)	
   por	
   el	
   gas	
   (CO2)	
   mediante	
   10	
   ciclos	
   frío/calor.	
   Las	
  
muestras	
   secas	
   se	
   adhirieron	
   con	
   cinta	
   doble	
   faz	
   a	
   un	
   portamuestras	
   metálico	
   y	
   fueron	
  
recubiertas	
  con	
  oro	
  mediante	
  un	
  metalizador	
  Balzers	
  Union	
   (Alemania).	
  El	
  análisis	
  de	
   las	
  
muestras	
   se	
   desarrolló	
   en	
   un	
   microscopio	
   electrónico	
   de	
   barrido	
   LEO	
   EVO	
   40-­‐XVP,	
  
equipado	
  con	
  un	
  detector	
  de	
  electrones	
  secundarios	
  y	
  con	
  una	
  aceleración	
  de	
  voltaje	
  de	
  3	
  
kV.	
  

Citometría	
  de	
  flujo	
  

Las	
  células	
  fueron	
  cultivadas	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos,	
  hasta	
  un	
  80%	
  de	
  confluencia.	
  Luego	
  de	
  
la	
   incubación	
  en	
  medio	
  de	
   cultivo	
   sin	
   SFB	
  por	
  24	
  horas,	
   las	
   células	
   fueron	
   tratadas	
  1,5%	
  
SFB,	
   0	
   ó	
   20	
  mM	
  HU	
   y	
   0	
   ó	
   20	
  µM	
  DhL	
  por	
   24	
   horas.	
   Luego	
   del	
   tratamiento,	
   estas	
   fueron	
  
lavadas	
   con	
   PBS,	
   desprendidas	
   con	
   tripsina	
   y	
   centrifugadas	
   a	
   3.000	
   rpm	
   por	
   5	
  minutos.	
  
Luego,	
   las	
   células	
   fueron	
   fijadas	
   con	
   70%	
   etanol,	
   e	
   incubadas	
   con	
   50	
   mg/ml	
   ioduro	
   de	
  
propidio	
  y	
  0,1	
  mg/ml	
  RNasa.	
  Posteriormente,	
  el	
  contenido	
  de	
  ADN	
  fue	
  determinado	
  con	
  un	
  
citómetro	
   de	
   flujo	
   BD	
   FACSAria	
   III.	
   Un	
   total	
   de	
   10.000	
   eventos	
   por	
   condición	
   fueron	
  
analizados	
  mediante	
  el	
  programa	
  FlowJo	
  7.6.	
  

Análisis	
  Estadístico	
  

El	
  análisis	
  estadístico	
  de	
   todas	
   las	
  variables	
  se	
  realizó	
  utilizando	
  el	
  programa	
   informático	
  
GraphPad	
   Prism	
   5.0a	
   (GraphPad	
   Software	
   Inc.).	
   Se	
   seleccionaron	
   como	
   estadísticos	
  
descriptivos	
   de	
   cada	
   muestra	
   la	
   media	
   como	
   medida	
   de	
   tendencia	
   central,	
   y	
   el	
   error	
  
estándar	
   de	
   la	
  media	
   como	
  medida	
   de	
   dispersión.	
   El	
   nivel	
   de	
   significancia	
   estadística	
   se	
  
situó	
  en	
  todos	
  los	
  casos	
  en	
  p	
  <0,05.	
  Cuando	
  las	
  variables	
  siguieron	
  una	
  distribución	
  normal	
  
las	
   comparaciones	
   entre	
   dos	
   grupos	
   se	
   realizaron	
   mediante	
   un	
   test	
   de	
   T-­‐Student.	
   Las	
  
comparaciones	
  entre	
  más	
  de	
  dos	
  grupos	
  fueron	
  analizadas	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  un	
  factor	
  y	
  
post-­‐test	
  de	
  Bonferroni.	
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