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RESUMEN

El gen GAS1 (Growth Arrest Specific 1) codifica una proteina involucrada en la
detencién del ciclo celular y la apoptosis. En trabajos previos, se ha demostrado la
capacidad de GASL1 para inhibir el crecimiento de gliomas por el bloqueo de la via de
sefalizacion de GDNF-RET. En este trabajo, mostramos que una forma soluble de
GAS1 (tGAS1), disminuye el numero de células viables MDA MB 231 de cancer de
mama humano, actuando tanto en forma endocrina como paracrina, cuando es
secretado por las células que producen tGAS1. Mas aun, tGASL1 inhibe el crecimiento de
tumores de mama implantados en ratones hembra inmunosuprimidos nu/nu, a través de
un mecanismo independiente de RET, el cual involucra el bloqueo de la sefalizacion
Artemina (ARTN)-GFRa3-(GDNF Family Receptor alpha 3) y la inactivacion de ERK1/2.
Adicionalmente, observamos que la presencia de tGAS1 reduce la vascularizacion de
los tumores de mama al prevenir la migracion de células endoteliales microvasculares.
Estos resultados apoyan el potencial de tGAS1 como una terapia co-adyuvante en el
tratamiento del cancer de mama por inhibicién del crecimiento tumoral y la angiogénesis.
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ABSTRACT

The GAS1 (Growth Arrest Specific 1) gene codes for a protein involved in cell cycle
arrest and apoptosis. In previous works, it has been demonstrated the capacity of GAS1
to inhibit the growth of gliomas by blocking the GDNF-RET signaling pathway. Here, we
show that a soluble form of GAS1 (tGAS1), decreases the number of viable MDA MB
231 human breast cancer cells, acting in both autocrine and paracrine manners when
secreted from producing cells. Moreover, tGAS1 inhibits the growth of tumors implanted
in female nu/nu mice through a RET-independent mechanism which involves interfering
with the Artemin (ARTN)-GFRa3-(GDNF Family Receptor alpha 3) mediated intracellular
signaling and the activation of ERK1/2. In addition, we observed that the presence of
tGAS1 reduces the vascularization of implanted tumors, by preventing the migration of
endothelial cells. The present results support a potential adjuvant role for tGAS1 in the

treatment of breast cancer, by detaining tumor growth and inhibiting angiogenesis.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Cancer de mama

Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, en el 2012 se
registraron 14.1 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes. En las mujeres, el
cancer de mama es el tumor maligno mas frecuentemente diagnosticado, 1.67 millones
de nuevos casos (25% de todos los canceres), con 522,000 muertes (GLOBOCAN
2012).

El cancer de mama se presenta con frecuencia tanto en paises desarrollados
(27%) como en desarrollo (19%), sin embargo la mortalidad por este es ligeramente
mayor en los paises en desarrollo (55%) (Gomez Dantés et al 2009). En México el
cancer de mama ha pasado a ser un problema de salud publica (Brandan et al 2006).
De acuerdo a las estadisticas del INEGI en el 2012, la tercera causa de mortalidad en el
sexo femenino son los tumores malignos, de los cuales el principal fue el de mama
siendo responsable de 5,613 defunciones (INEGI 2012).

Clasificacion

El cancer de mama estd conformado de muchos tipos celulares que incluyen epitelio
normal, y células tumorales de estroma, tejido adiposo y endoteliales que poseen
diferentes caracteristicas morfolégicas y genéticas. El cancer de mama se clasifica de
acuerdo con sus caracteristicas histologicas en dos grupos principales, el ductal y el
lobulillar (Turashvili et al 2007).



El carcinoma ductal in situ (DCIS) es el tipo mas comun de cancer de mama no
invasivo y corresponde a una proliferacién de células neoplasicas dentro de los ductos
mamarios, los cuales normalmente son rodeados por células mioepiteliales y una
membrana basal intacta. EI DCIS no invade mas all4 de los ductos, pero factores como
el tamafio de la lesion, grado de atipia nuclear y presencia de necrosis pueden afectar el
riesgo de recurrencia. Ademas el microambiente intraductal, el estrés metabdlico y la
hipoxia pueden promover la inestabilidad genética, inducir mutagénesis y la seleccion

de células neoplasicas (Espina et al 2011).

Por otro lado, el carcinoma lobulillar comienza en los lobulillos que son las
glandulas productoras de leche, su forma in situ (LCIS) no crece a través de las paredes
de los lobulillos, y el invasivo (ILC) puede propagarse a otras partes del cuerpo (ACS
Detailed Guide: Breast Cancer 2009).

Para un mejor entendimiento y tratamiento, el cancer de mama ha sido
clasificado en distintos subtipos moleculares como se describe a continuacion (Eroles et
al 2011):

Luminal A. Es el mas comun, representa del 50-60% del total de los canceres
de mama y expresa genes activados por el receptor a estrégenos (ER) comunmente
presentes en el epitelio luminal que delimita los ductos en el tejido mamario. Se
caracteriza por la expresion de ER, el receptor a progesterona (PR), citoqueratinas
CK&8/18 y el marcador GATA3. Las pacientes que presentan este subtipo tienen buen

prondstico, pero pueden desarrollar metéstasis a hueso.

Luminal B. Abarcan del 10-20% de los canceres de mama, tienen un fenotipo
mas agresivo que el luminal A, al presentar alto indice de proliferacién y mal prondstico,
ademas tiene alta frecuencia de metastasis a hueso y a higado. Tiene un incremento en
la expresion de genes de proliferacion celular como Ki67 y ciclina B1, con frecuencia
expresan los receptores para el factor de crecimiento epidérmico 1y 2 (EGFR y HER?2),

y es positivo para ER.



HER2+. Representan del 15-20% del total, tienen alta expresion del receptor
HER2 y otros genes asociados con su via de sefializacion y muestran baja expresion de
los genes caracteristicos de los subgrupos luminales. Los canceres de mama que
sobreexpresan HER2 son muy proliferativos y alrededor del 75% son de alto grado

histoldgico y cerca del 40% tienen mutaciones en p53.

Basal. Abarcan del 10-20% del total, expresan genes usualmente presentes en
tejido de mama normal como citoqueratinas CK5 y CK17, p-cadherina, caveolinal y 2,
nestina, CD44 y EGFR, también expresan CK8/18 pero en menor nivel que en los
carcinomas luminales. Se caracterizan por su aparicion a edad temprana, tienen alta
frecuencia de diseminacion a los nodos linfaticos. Estos tienden a ser carcinomas
ductales invasivos con alto indice mitético y necrosis. Presentan metastasis a pulmones,
sistema nervioso central y nddulos linfaticos. No expresan ER, PR ni HER2, por lo que
este subgrupo incluye a los denominados canceres triple negativo. Muestran peor
prondstico que los luminales y alta frecuencia de recurrencia. Se ha encontrado que
albergan mutaciones en p53 y BRCAL.

Tipo normal. Corresponden al 5-10%, estan poco caracterizados pero expresan
genes de tejido adiposo, no expresan ER, PR ni HER2 por lo que pueden ser
clasificados como triple negativo, y se diferencia de los basales por la falta de expresion
de EGFR y CK5.

Claudinas bajas. Es un subgrupo que presenta baja expresion de genes que

participan en las uniones estrechas y adhesion celular como claudinas 3, 4 y 7,
cingulina, ocludina y E-cadherina, es parecido al subtipo basal pero en este se
sobreexpresan genes relacionados a la respuesta inmune. Es un subgrupo raro que
presenta mal prondstico y corresponden a carcinoma ductal invasivo de alto grado,

alrededor del 20% de estos son ER+.



Factores de riesgo

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama. Se ha
observado que la incidencia de cdncer de mama aumenta con la edad duplicandose
cada 10 afos hasta llegar a la menopausia y después de esta empieza a disminuir
(McPherson et al 2000, Benson et al 2009), en México, el 46% de los casos se presenta

antes de los 50 afios (Brandan et al 2006).

Por otro lado, una menarca temprana y una menopausia tardia se asocian con
un periodo de exposicion a estrégenos mas prolongado. Las mujeres con menopausia
después de los 55 afios son dos veces mas propensas a desarrollar cancer de mama,
gue las que presentan la menopausia antes de los 45 afios. También se ha relacionado
el embarazo con el cancer de mama al encontrarse que las mujeres que no tienen hijos
0 que tienen su primer hijo después de los 30 afos tienen el doble de riesgo de
desarrollar cancer, en comparacion con las que tuvieron su primer hijo antes de los 20
afos (McPherson et al 2000, Brandan et al 2006).

Otros factores incluyen a la dieta. Se ha observado una relacion entre la ingesta
de grasa y el desarrollo del cancer de mama; el consumo de anticonceptivos orales y la
terapia hormonal de reemplazo incrementan el riesgo alrededor del 35% después de los
10 afios de uso (McPherson et al 2000, Brandan et al 2006, Moulder et al 2008).

Los antecedentes familiares como las mutaciones recesivas en los genes
BRCA1 y BRCA2 pueden determinar la prevalencia del cancer de mama en una
poblacion. Por ejemplo alrededor del 2% de la mujeres judias Ashkenazi tiene
mutaciones en BRCAL (McPherson et al 2000). Las mutaciones en BRCAl1 y BRCA2 se
presentan en el 75% de los canceres de mama hereditarios y del 5 al 10% de todos los
canceres de mama (Benson et al 2009). Mutaciones heredadas en otros genes como
p53 y PTEN estan asociadas con sindromes familiares que incluyen el desarrollo de

cancer de mama como el sindrome de Cowden (McPherson et al 2000).



Por otro lado, se ha encontrado que los tumores negativos a RE son mas
comunes en las mujeres jovenes y los positivos a RE son mas comunes en las mujeres

mayores (Benson et al 2009).

Diagnastico y tratamiento

Cuando el cancer de mama se encuentra en etapas tempranas con frecuencia no se
manifiestan sintomas, sin embargo, cuando los tumores ya han alcanzado un volumen
mayor pueden ser detectados como bultos que generalmente no provocan dolor. Otros
sintomas menos comunes que pueden presentarse son el engrosamiento, hinchazéon e
irritacion de la piel, o anomalias en el pezén como ulceracién retracciébn o descarga

espontanea (Cancer facts and figures 2014).

Las variables de los tumores de mama como el grado, el tipo histolégico, el
tamafio y el estado de los receptores de estrogenos y HER2 pueden influenciar el
prondstico y la respuesta a las terapias sistémicas (Andre et al 2006).

El tratamiento con frecuencia involucra la extirpacion quirargica del tumor
conservando la mama (lumpectomia) o la extirpacion quirdrgica de la mama
(mastectomia), la radioterapia y quimioterapia posteriores a la cirugia. Se ha observado
gue las mujeres con estados tempranos de la enfermedad a las cuales se realizo la
lumpectomia seguida radioterapia mostraron una sobrevivencia similar a las tratadas
con mastectomia, ademas se recomienda la remocion de nddulos linfaticos para

determinar si el tumor ha comenzado a diseminarse (Cancer Facts and Figures 2014).

En el caso del cancer que expresa el ER se utiliza la terapia hormonal con
moduladores del ER como el tamoxifeno y raloxifeno, o inhibidores de la enzima
aromatasa encargada de la producciéon de estrogenos a través de andrégenos como son

lestrozol y anastrozol (Cancer Facts and Figures 2014).



Aunque el tamoxifeno disminuye la recurrencia y mortalidad en un tercio de las
mujeres tratadas durante 5 afios, se dice que presentaran recurrencia dentro de unos 15
afos. Existen mecanismos de resistencia al tamoxifeno como la inactivacion del
citocromo CYP2D6 en aproximadamente el 8% de las mujeres caucasicas impidiendo la

conversion del tamoxifeno a su metabolito activo endoxifeno.

La pérdida de la expresion de ER o mutaciones en este que son mecanismos de
resistencia adquirida. Por ejemplo la expresion de una variante truncada ERa36 se
asociada con una respuesta reducida. Por otro lado, el receptor relacionado a ER
(ERRY) cuando se sobreexpresa en modelos de cancer lobular, promueve la resistencia
a tamoxifeno. También, la sobreexpresion y el incremento en la fosforilacion de
coactivadores de ER como NCOA3 llevan a la transcripcion constitutiva mediada por ER,
lo que se ha visto que provoca resistencia in vitro y en modelos de xenotransplantes,
ademas de asociarse con la reduccion a la sensibilidad a tamoxifeno en las pacientes.
Aunado a esto, el coactivador PEPL1 puede conferir resistencia al tamoxifeno al modular
la interaccion de ER con c-Src provocando la activacion de esta ultima y llevando a la

activacion de PI3K (Musgrove et al 2009).

HER2 es otro blanco de la terapia contra el cancer de mama, el trastuzumab
(Herceptin) es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio extracelular de HER2,
y se ha demostrado que disminuye la recurrencia en un 50%. También se han
desarrollado moléculas pequefias inhibidoras como el lapatinib (Tykerb) dirigida contra
HER2 y EGFR (Benson et al 2009).

1.2 Angiogénesis y cancer.

La angiogénesis tumoral se refiere a la proliferacion de una red de vasos sanguineos

gue penetra en el tumor aportdndole nutrientes, oxigeno y un medio para eliminar

desechos.



Cuando el tumor se excede en tamafo, presenta hipoxia y privacion de
nutrientes las células tumorales se lisan liberando citocinas y factores de crecimiento
gue activan células normales en el tejido que las rodea activando sefiales que estimulan

el crecimiento de nuevos vasos.

Como se ha reportado anteriormente, el proceso angiogénico es regulado por
moléculas activadoras e inhibidoras entre los principales activadores se encuentran el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que estimula la proliferacion de
células endoteliales y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF); mientras
gue entre los inhibidores mas importantes estan angiostatina, endostatina y
trombospondina (Weis et al 2011, NCI Web site).

A grandes rasgos, una vez que las moléculas como VEGF y metaloproteinasas
(MMPs) secretadas por el tumor han llegado al tejido vascular, las células perivasculares
se desprenden de los vasos sanguineos maduros adquiriendo un fenotipo activado. Esto
conduce a la alteracion de la barrera vascular por la presencia de proteinas también
procedentes del tumor como ANGPT2, que incrementan la degradacion de la membrana
basal para facilitar la formacién de las ramificaciones vasculares que llegaran al tumor.
Al alterarse la integridad de la barrera vascular, diversas células son expuestas al
estimulo angiogénico, las plaguetas son atraidas a sitios donde la membrana basal esta
expuesta, para ser activadas y liberar factores estimulatorios, también son atraidas las
células progenitoras endoteliales (EPCs) y las células mieloides procedentes de la
medula 6sea (Weis et al 2011, Folkman et al 2007).

La participacion de integrinas es importante para mantener la viabilidad de las
células endoteliales ya que estas necesitan estar unidas a la membrana extracelular, lo
cual es facilitado por las integrinas, para que puedan responder a las sefales que estan

induciendo la ramificacion de los nuevos vasos sanguineos (Folkman et al 2007).



1.3 Terapia génica

La terapia génica se refiere a la introduccion de material genético a un organismo con
fines terapéuticos. La terapia génica puede ser dividida en dos clases, in vivo, en la cual
la transferencia del gen ocurre dentro del paciente, y ex vivo, donde la transferencia del
gen ocurre fuera del paciente, es decir, células con el gen transferido son después
implantadas en un paciente. Los métodos para la trasferencia de genes tanto in vivo
como ex vivo pueden ser clasificados en dos grupos principales, los no virales y los
virales (Kelley et al 2000).

En los métodos no virales se encuentra el uso de liposomas, ADN desnudo,
biobalistica, microinyeccion, lipoplex y ultimamente como una estrategia mas novedosa
el uso de células troncales como acarreadores de genes terapéuticos (Rochlitz et al
2001, Kullberg et al 2013). Por otra parte, se ha observado que las células troncales
mesenquimales tienden a acumularse en tejido tumoral. Por lo tanto, se ha sugerido que
estas pueden ser utilizadas como vehiculo para direccionar selectivamente la entrega de
proteinas terapéuticas a una zona tumoral. Dicha aplicacion de células troncales ha sido
probada en gliomas, melanoma y cancer de mama para la entrega de genes como la IL-
12 e INF-B (Kullberg et al 2013).

Entre los vectores virales mas comunmente usados se encuentran los
retrovirus, adenovirus, lentivirus, virus adeno-asociados y los herpes virus (Benitez et al
2008). El uso de los lentivirus en la investigacion ha sido mas frecuente en los ultimos
afios, estos han sido aplicados en aproximadamente 1.4% de los ensayos clinicos.
Estos vectores pertenecen a la familia de los retrovirus pero presentan caracteristicas
ventajosas como la capacidad de infectar células que no se encuentran en division, por
lo que se pueden usar para la entrega de genes terapéuticos en células postmitéticas y

altamente diferenciadas.



Los vectores lentivirales son divididos en generaciones de acuerdo a los
vectores plasmidicos utilizados para su empaquetamiento. En los sistemas de ultima
generacion las particulas lentivirales son generadas por co-transfecciéon de una mezcla
de plasmidos que codifican para los genes de empaquetamiento, el gen de
transferencia, y la envoltura, y un cuarto plasmido que codifica para el gen rev, para

incrementar el nivel de seguridad de estos vectores (Escors et al 2010).

Las estrategias aplicadas en la terapia génica incluyen la potenciacion del
sistema inmune, entrega de genes suicidas, la inactivacion de oncogenes y la activacion
de genes supresores de tumores. En relacion al tratamiento de cancer de mama se ha
estudiado la activacion de supresores de tumores como p53, Rb, mda7, BRCAL/2, p27,

entre otros.

El efecto antitumoral de p53 ha sido mostrado en experimentos in vivo como el
tratamiento de xenotransplantes de cancer de mama en ratones encontrdndose una
reduccion significativa del crecimiento tumoral, lo mismo se ha observado al restaurar la
expresion de Rb. Por otro lado, esta el uso de ARN interferente como herramienta para
silenciar oncogenes involucrados en el desarrollo de cancer de mama y también se ha
propuesto la modulacién de proteinas involucradas en la apoptosis como BCL2 y TRAIL
(Stoff-Khalili et al 2006).

Un proceso importante que influye en el crecimiento tumoral y agresividad del
cancer es la angiogénesis. La terapia génica antiangiogénica ha mostrado ser
prometedora en el tratamiento contra el cancer, cuya intencién es inhibir el crecimiento
tumoral impidiendo la formacién de nuevos vasos sanguineos por el tumor al modular la
expresion de genes involucrados en este proceso como el VEGF y su receptor VEGF-R
(Liu et al 2012).



1.4 GAS1 (Growth arrest specific 1)

El gen gasl fue aislado de una libreria diferencial en las células NIH3T3 en detencidn
del ciclo celular por privacion de suero (Schneider et al 1988), y regula el ciclo celular de
manera negativa previniendo la sintesis de ADN y la entrada a la fase S del ciclo celular
(Del Sal et al 1992).

Este gen codifica para la proteina Gasl de 37 kDa insertada en la cara externa
de la membrana celular a través de un ancla de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) en su
extremo carboxilo terminal. El extremo N-terminal de Gasl representa un péptido sefial
requerido para dirigir la proteina al reticulo endoplasmico donde es cortada, N-
glicosilada y se inserta el ancla glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) en el extremo C-terminal
para su posterior localizacibn en la membrana celular (Stebel et al 2000). Se ha
demostrado que el ancla GPI no es necesaria para el efecto de Gasl en la supresion del
crecimiento (Ruaro et al 2000), por lo que ya se ha investigado el efecto paracrino de la
proteina humana GASL1 soluble, es decir, sin el ancla GPI en gliobalsotomas (LOpez-
Ornelas et al 2011).

Durante la embriogénesis, el gen gasl es diferencialmente expresado, como es
en el caso del tejido interdigital donde se sobreexpresa y se asocia con la muerte de
dicho tejido (Lee et al 2001), sin embargo, en el cerebelo se ha propuesto como un
regulador positivo del crecimiento del mismo (Liu et al 2001), por lo que Gasl es una

proteina pleiotrépica cuyo efecto depende del contexto celular en que se encuentre.

Sefalizacion

Inicialmente, se reportd que Gasl antagonizaba la sefalizacion de Sonic hedgehog
(Shh), un morfégeno involucrado en el desarrollo embrionario, ya que se encontro que la
expresion ectdpica de Gasl en ceélulas presomiticas atenuaba su respuesta a Shh (Lee
et al 2001b), y en los dientes disminuia la expresion del receptor para Shh, Patchedl
(Ptchl) (Cobourne et al 2004).
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Estudios recientes han demostrado lo contrario, que Gas1 regula positivamente
la sefalizacion de Shh. Se ha observado que Gasl actia de manera conjunta con
Ptchl, lo que lleva a la desinhibicion de la proteina de membrana Smo y a la
consecuente activacion del factor de transcripcion Gli y la regulacion de genes rio abajo

involucrados en el desarrollo embrionario (Martinelli et al 2007).

Los niveles de Shh en la membrana son controlados por la regulacion a nivel
transcripcional de los componentes de retroalimentacion negativa como Ptchl, Hipl, y
regulacion positiva como Cdo y Boc. Gasl, en cooperaciéon con Cdo se une con alta
afinidad a Shh, y promueve la sefalizacion de Shh durante la embriogénesis en una
manera dependiente de la dosis, esto indica que Gasl es requerido para proliferacion
celular inducida por Shh (Fig. 1.1; Allen et al 2007, 1zzi et al 2011).

Boc/Cdon Boc/Cdon
Gas1 Gas1
Ptch1 Ptch1 Ptch1 Smo Ptch1
Shh
@ Fibronectin type il domain l Transcription
Fibronectin type lil domain
interacting with Ptch1 Q

Figura 1.1: La sefalizacion de Shh requiere de los correceptores Boc, Cdo y Gasl. A la
izquierda se muestra que Smo no puede puede liberarse de la inhibicion por Ptchl en ausencia
de Shh. A la derecha se muestra como Shh es presentado a Ptchl a través de Boc, Cdo o Gasl
y esto resulta en la desinhibicion de Smo y la consecuente activacion de factor de transcripcién
Gli (Tomado de Izzi et al 2011).
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Por otro lado, Gasl muestra una alta similitud estructural con los GFRa, los
receptores de la familia de ligandos del factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF),
GFLs (Schueler-Furman et al 2006). Los GFLs pertenecen a la familia de TGF-B e
incluyen a GDNF, neurturina (NRTN), artemina (ARTN) y persefina (PSPN) y estos
interaccionan con los receptores GFRal, GFRa2, GFRa3 y GFRo4, respectivamente,
pero pueden interaccionar con otros receptores con menor afinidad. GDNF puede
interaccionar con GFRa2 y GFRa3, y NRTN y ARTN con GFRal. Los GFRa,
generalmente, estan unidos a la membrana por un ancla GPI pero pueden producirse
formas solubles por el corte de una fosfolipasa o proteasa poco conocida (Airaksinen et
al 2002).

A través del programa ProtoNet 4.0 se encontré que Gasl muestra una similitud
significativa con GFRal-4 en aves, roedores y primates. Presentan una similitud del 20
al 25% que corresponde a unos 120 a 150 aminoé&cidos. La estructura secundaria de
Gasl esta conformada por a-hélices y una extensa region carboxilo terminal. Asi mismo,
se encontro que Gasl muestra el mismo plegamiento que el dominio D3 de GFRal de

rata (Fig. 1.2; Schueler-Furman et al 2006).

N-terminus

T o
, C-terminus
Bridge 4 ___ . 4 '

1q8d L n »
e Hfhfl W“erﬁ?

1 D1 : - | i (__,,f \/’f

GAS1

Bridge 5

Figura 1.2: Gasl tiene similitud estructural con los GFRas. A la izquierda se muestra un
esquema en donde se indica la homologia de los dominios D-N y D-C de Gas1 con los dominios
D2 y D3 de GFRal en la cual se observa la presencia de 5 puentes disulfuro en ambas
proteinas. A la derecha se muestra la sobreposicion entre el dominio D-N (en verde) y D3 (en
naraja) de Gasl y GFRal, respectivamente (Tomado de Schueler-Fuerman et al 2006).
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La union de los GFLs a GFRa activa la sefalizacion del receptor tirosina cinasa
RET. RET es una proteina transmembranal que contiene 4 repeticiones parecidas a E-
cadherina en el dominio extracelular y tiene un dominio tirosina cinasa intracelular.
GDNF se dimeriza y los dimeros se unen a GFRal en monémeros o dimeros, el
complejo GFL-GFRa se une al dominio extracelular de RET induciendo su
homodimerizacion y autofosforilacion (Airaksinen et al 2002). La activacion de RET
enciende las vias de sefializacion que promueven la proliferacion (MAPK) y la
sobrevivencia (PISK/AKT) celular (Fig. 1.3; Airaksinen et al 2002, Saavedra et al 2008).

RET

PH membrane
targeting domain

[N Ao N ' RAEEN L

’.' @ “‘ Src F RS2} Ras
TK \“ GRB ‘a

| [
Src Other FRS2 ‘ @

targets targets Other Shc targets

GPI anchor |_

] f PH domain Q o Q Q

Figura 1.3: La union de los GFLs a GFRa activa a RET. El complejo GFL-GFRa ya sea unido a
la membrana (a) o en su forma soluble (b) puede activar al receptor tirosina cinasa RET
provocando proliferacién y sobrevivencia celular, a través de la activacion de la sefalizacion de
las MAPK y AKT, respectivamente (Tomado de Airaksinen et al 2002).

En otros estudios, se ha sugerido que Gasl puede unir a RET de una manera
dependiente del ligando y secuestrarlo en las balsas lipidicas alterando la sefializacion

rio abajo (Cabrera et al 2006).
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En las células de glioblastoma C6 y neuroblastoma SH-SY5Y se ha demostrado
gue la expresion de GAS1 humano induce apoptosis. Este efecto esta relacionado con la
reduccion de la fosforilacion en la tirosina 1062 de RET, importante en la activacion de
AKT, lo que conduce a una disminucion en la actividad de AKT, a la translocacion de
Bad a la mitocondria, a la liberacién del citocromo-c al citosol, y a la activacién de las
caspasas 3y 9, provocando apoptosis (Fig. 1.4; Zamorano et al 2003, Lopez-Ramirez et
al 2008, Zarco et al 2012).

RET

Tacr]

>  “o—e

Survival

Proliferation Mitochondria Apoptosis

Figura 1.4: GASL1 esté involucrando en la inhibicidn de la via se sefalizacion de GDNF, a través
de la reduccién de la activacion de RET y AKT, e induciendo la liberacion del citocromo C y la
activacion de las caspasas 9 y 3, provocando apoptosis (Tomado de Zarco et al 2012).
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GASL1 y cancer.

Las alteraciones en la expresion de GAS1 han sido relacionadas con el desarrollo de
cancer. Se ha encontrado que el locus cromosomal de GAS1 humano (9921.3-g22) es
una region frecuentemente eliminada en la leucemia mieloide aguda y el tumor de vejiga
(Evdokiou et al 1993). La sobreexpresion de GAS1 suprime la proliferacion celular en las
lineas celulares T24 del cancer de vejiga y A549 del cancer de pulmén y HT1080 del
fibrosarcoma (Evdokiou et al 1998).

Como se mencion6 antes, GAS1 provoca apoptosis en células de glioblastoma
C6 y neuroblastoma SH-SY5Y y ademas se ha demostrado que la expresion de GAS1
reduce el crecimiento e induce la apoptosis en gliomas in vivo inducidos por inoculacion
de células C6 y también en tumores primarios de gliomas humanos (Benitez et al 2007,

Dominguez-Monzoén et al 2009).

Por otro lado, GAS1 ha sido propuesto como un gen supresor de metéstasis. La
expresion de GASL1 se regula a la baja en los tumores metastasicos en comparacion con
los tumores primarios, en varios tipos de cancer. Ademas el “knockdown” de GAS1
promueve la metastasis al pulmén de las células de melanoma, y por el contrario, la
expresion de GAS1 suprime la metastasis induciendo la apoptosis en las células seguido
de su diseminacién a sitios secundarios, a través de la activacion de las caspasas
(Gobeil et al 2008).

Ultimamente, se ha mostrado que GAS1 puede actuar como un gene supresor
de tumores en células del cancer gastrico. La baja expresion de GAS1 en estas células
puede mediar parcialmente el incremento en la expresién de los transportadores ABC,
como la glicoproteina-P y BCRP, que inducen la resistencia a los farmacos, ya que
GAS1 en las células del cancer gastrico induce la resistencia al tratamiento con
epirubicina (Zhao et al 2009).

15



Considerando que los receptores GFRas que mantienen relacion estructural con
Gasl pueden presentarse en forma soluble al ser liberadores del ancla GPI mediante
una proteasa, se ha planteado el estudio de una forma soluble de Gasl. Esto se ha
realizado truncando la secuencia de GAS1 humano a partir de la arginina 315 para
impedir la union al ancla GPI. El efecto de la forma soluble o truncada de GAS1 (tGAS1)
se evalué en células de glioblastoma murino C6, encontrandose la reduccion de la
viabilidad de dichas células cuando recibieron el medio de cultivo conteniendo tGASLI.
Indicando asi, que tGAS1 puede ejercer un efecto paracrino en las células C6 de

glioblastoma (Fig. 1.5; Lopez-Ornelas et al 2011 y 2014).
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Figura 1.5: Efecto paracrino de tGasl en células C6 de glioblastoma murino. A) Representacion
esquemadtica de las formas completa y truncada de Gas. La proteina completa abarca hasta la
fenilalanina 345 (Gasl); la forma truncada llega solo hasta la Arginina 315 (tGasl), en el
experimento se incluyeron dos proteinas de fusion con el epitope V5 (Gasl1-V5 y tGasl1-V5). B)
El tratamiento de las células C6 con distintos volumenes de medio de cultivo condicionado
conteniendo tGas1, (25%, 50%, 75% y 100%) reduce la viabilidad celular en comparacion con el
control. *P<0.05, **P<0.001 (Tomado de L6pez-Ornelas et al 2011).
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GAS1, cancer de mama.

La participacion de Gasl en tejido mamario ha sido descrita en procesos fisiolégicos,
como es, su expresion en las células secretoras de la mamas que entran en apoptosis
durante el proceso de la involucion de la glandula mamaria, durante el cual la expresion
de Gasl aumenta alrededor de 3 veces en las células apoptéticas (Jaggi et al 1996,
Bielke et al 1998, Seol et al 2005).

Por otro lado, alteraciones en la expresion de Gasl, asi como en los
componentes de la via de sefalizacion de RET, también han sido observadas en cancer
de mama. Se ha encontrado que GASL1 es regulado a la baja en las metéstasis del
cancer de prostata y mama, y ademas el "knockdown” de Gasl incrementa la habilidad
metastasica de las células del cancer de mama de raton para colonizar el pulmén,

después de su inyeccion en la cola del ratén (Gobeil et al., 2008).

En otros estudios, mediante un ensayo de tirosina cinasas, RET fue detectado
en el cancer de mama (Meric et al 2002). También, a través de microarreglos realizados
en tumores de mama invasivos, se detectd la sobreexpresion de RET y GFRal en un
subgrupo de tumores positivos a estrogenos, y se observé que la estimulacién con
GDNF de la linea celular del cancer de mama positiva a RE, MCF-7, aumento la
proliferacion celular y promovio la cicatrizacion (Esseghir et al 2007). En otros
experimentos realizados también en las lineas celulares de cancer de mama positivas a
ER, MCF-7 y T47D, GDNF incrementé la proliferacion independiente del anclaje en una
manera dependiente de RET, mostrando que la sefalizacion de RET es funcional en las

células del tumor de mama positivas ER (Boulay et al 2009).

Mas recientemente Morandi y colaboradores han considerado a RET como un
importante blanco terapéutico en el tratamiento de los tumores de mama, ya que se ha
observado que es capaz de promover el desarrollo tumoral in vivo utilizando variantes
oncogénicas de RET, ademas de que estas disminuyen la sensibilidad al tratamiento

con tamoxifen (Morandi et al 2011).
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De acuerdo con estos datos se encontr6 que RET podia activar a ER por
fosforilacion en S118/167 a través de la activacion de mTOR en células MCF7 y T47D.
Observandose que GDNF incrementa la proliferacion, la sobrevivencia, la fosforilacion
de ER en S118/167, y ademés que el estradiol puede aumentar la expresiéon de RET en
dichas células (Stine et al 2011).

Estudios recientes han destacado la participacion ARTN de forma muy
importante en el cancer de mama. Por mencionar algunas observaciones, se ha
demostrado que la expresion forzada de ARTN en las células del cancer de mama
induce el incremento en el crecimiento, la migracién y la invasion. Asi mismo, ARTN
induce resistencia al tamoxifen en modelos de cancer de mama positivos para la
expresion de ER. Por otro lado, en modelos de céancer de mama triple negativo
promueve la angiogénesis (Kang et al 2009, 2010, Banerjee et al 2012). Se tratara mas

afondo sobre este ligado en la siguiente seccion.

Tomando en cuenta los datos antes mencionados, en nuestro grupo de trabajo
examinamos si la sobreexpresion de GAS1 en lineas celulares de cancer de mama
humano MCF7 Y MDA MB 231 conducia a algun efecto en estas. A través de vectores
plasmidicos conteniendo el gen de GAS1 tanto en su forma completa como sin la
secuencia de union al ancla GPI, es decir, su forma secretable al medio de cultivo
(tGAS1) se evalud la expresion forzada de GASL1 sobre la viabilidad y proliferacion de

las lineas celulares antes mencionadas.

Los resultados obtenidos con el tratamiento de las lineas celulares tumorales
con estos vectores mostraron que GAS1 es capaz de reducir el nimero de células
viables en ambas lineas celulares. Tanto la forma completa como truncada de GAS1
(GAS1 y tGASL, respectivamente), disminuyeron significativamente la viabilidad celular
a partir de las 72 h del inicio del tratamiento en comparacion con los controles (Fig. 1.6;
Jiménez Hernandez, 2009).
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Figura 1.6: La sobre expresion de GAS1 reduce la viabilidad celular en las lineas celulares de
cancer de mama. A) Las células MDA MB 231 se transfectaron con vectores plasmidicos
conteniendo GAS1 o tGAS1 fusionados o0 no a un epitope myc y a una secuencia de
polihistidinas. B) Las células MCF7 se transfectaron con vectores plasmidicos conteniendo
GASL1 o tGAS1 fusionados 0 no a un epitope myc y a una secuencia de polihistidinas (Tomado
de Jiménez Hernandez, 2009). ***P<0.001 vs el control, ***P<0.001 vs el vector vacio.

También nos preguntamos si GAS1 podia alterar la proliferacién de estas dos
lineas celulares, asi que se cuantifico la incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU). Con
esto se encontrdé que GASL1 fue capaz de disminuir la incorporaciéon de BrdU en ambas
lineas celulares, teniendo el mayor efecto las formas completa y truncada de Gas1 sin
los epitopes que se adicionaron a la secuencia para la identificacién de la proteina

exégena (Fig. 1.7; Jiménez Hernandez, 2009).

Los resultados anteriores junto con lo descrito en la literatura destacan que
GASL1 puede tener un papel importante en el tratamiento de los tumores mama, por lo
gue es relevante ampliar la investigacion sobre la participacion de esta proteina en el

desarrollo y progresion del cancer de mama y asi conocer sus alcances terapéuticos.
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Figura 1.7: La sobre expresion de GAS1 reduce la incorporacion de BrdU en las lineas
celulares de cancer de mama. A) Las células MDA MB 231 se transfectaron con vectores
plasmidicos conteniendo GAS1 o tGASL1 fusionados 0 no a un epitope myc y a una secuencia
de polihistidinas. B) Las células MCF7 se transfectaron con vectores plasmidicos conteniendo
GASL1 o tGASL1 fusionados 0 no a un epitope myc y a una secuencia de polihistidinas (Tomado
de la tesis de maestria de Adriana Jiménez Hernandez). *P<0.05, **P<0.01 vs el control.

% Celulas posistivas a BrdU
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1.5 Artemina (ARTN)

La Artemina (ARTN) es un miembro de los ligandos de la familia de GDNF (GFLs) que
se ha relacionado con la sobrevivencia de neuronas periféricas y dopaminérgicas. La
ARTN se une al co-receptor GFRa3 conduciendo a la activacion de RET, pero
alternativamente puede interaccionar con GFRal aunque con menor afinidad (Baloh et
al 1998, Sariola et al 2003).

La activacion de RET por estos ligandos conlleva a proliferacion vy
sobrevivencia, y este es el papel mas descrito de los GFLs. Sin embargo, estos también
pueden sefalizar de forma independiente de RET. Se ha reportado la interaccion de
GDNF, NRTN y ARTN con el proteoglicano sindecan-3 induciendo la activacién de Srcy
el crecimiento de neuritas (Bespalov et al 2011). También, se ha reportado la capacidad
de unién de los GFLs y GFRas a la molécula de adhesion NCAM, cuya union permite la

activacion de otra cinasa de la familia de Src, Fyn (Sariola et al 2003).
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Con referencia a la ARTN, se ha demostrado que puede sefializar tanto de
forma dependiente como independiente de RET (a través de NCAM) en neuronas
periféricas sensoriales, en las cuales induce la activacion de ERK, PI3K y Fyn
(Schmutzler et al 2011). Por otro lado, se ha demostrado que la ARTN se involucra
preferentemente con las via se sefializacion MEK/ERK y no con PI3K para promover la
sobrevivencia celular durante la preimplantacion en el desarrollo embrionario (Li et al
2009).

ARTN y cancer

Recientemente la participacion de la ARTN en la progresion de distintos tipos de cancer
ha sido descrita. Tanto la ARTN como GFRa3 y RET son expresados en
adenocarcinoma ductal de pancreas y se ha relacionado con la invasién neuronal de

este tipo de cancer (Ceyhan et al 2006).

En otros estudios realizados en cancer de endometrio se determiné un
incremento en la expresion de ARTN en tejido canceroso en comparacién con
endometrio normal. Ademas la expresion forzada de ARTN en células derivadas de este
cancer indujo crecimiento tumoral, migracion e invasion y por el contrario la eliminacion

de la ARTN redujo algunas de sus caracteristicas oncogénicas (Pandey et al 2010).

En diversos tipos de cancer de pulmon también se detectd un incremento en la
expresion tanto de la ARTN como de GFRa3. Al igual que en los experimentos
realizados en cancer de endometrio, la sobreexpresion de la ARTN en células de cancer
de pulmén indujo incremento en el volumen tumoral, invasion y metastasis asociadas a
un incremento en la expresion de TGFB1 y BCL2 (Tang et al 2010). Asi mismo se
encontré una mayor expresion de ARTN en lineas celulares de cancer de esofago, en
las cuales la reduccion de los niveles de expresion mediante un siRNA contra la ARTN

redujo la migracion e invasion (Li et al 2011).
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La participacion de la ARTN en la progresion de cancer de mama ha sido mas
ampliamente estudiada. En un estudio realizado con muestras de carcinoma mamario
se detectd la presencia de la proteina en alrededor del 65% de estas, lo que se
relaciondé con una disminucién en la sobrevivencia de las pacientes. En el mismo
estudio, también se demostro la expresion de ARTN en varias lineas celulares de
cancer de mama. La sobreexpresion de ARTN aumenta la proliferacion, migracion e
invasion tanto in vitro como in vivo; caracteristicas que se ven reducidas cuando se

interfiere la expresion de ARTN (Kang et al 2009).

Posteriormente, se reportd el incremento en la expresion de ER debido a ARTN
en células de cancer de mama positivas para la expresion a ER, induciendo de esta
forma la resistencia a tamoxifen y fulvestrant mediada por un aumento en la expresion
de BCL2 (Kang et al 2010).

El papel de la ARTN en cancer de mama negativo para la expresion de ER
también ha sido estudiado. La expresiéon de ARTN en células de cancer de mama
negativas a ER aumenta su proliferacion y promueve la transmigracion de estas a traves
de una barrera de célula endoteliales indicando un papel importante para ARTN en el

proceso metastasico en este tipo de cancer (Banerjee et al 2011).

La participacion de la ARTN en el desarrollo de metastasis se ha relacionado
con la induccién de la angiogénesis en los tumores. Se ha demostrado que la ARTN
ejerce de forma paracrina proliferacion, migracién y formacién de estructuras tubulares
gue asemejan el desarrollo de vasos sanguineos en células endoteliales
microvasculares cuando es secretada por células de cancer de mama negativas para
ER. Este proceso se relaciona con un aumento en la activacion de AKT y la
consecuente expresion del factor de transcripcion TWIST1 y de VEGF-A, relacionados

directamente en el desarrollo de angiogénesis (Benerjee et al 2012).
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1.6 ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 1 and 2)

Las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKs) forman parte de la familia de
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPKs). ERK1 y ERK2 presentan un 84%
de identidad y comparten muchas funciones, por lo que generalmente se refiere a estas
como ERK1/2. Estas cinasas modulan la transcripcion, progresion del ciclo celular,
proliferacion, diferenciacion, muerte celular, adhesion celular y migracion entre otros

procesos (Ramos et al 2008).

Las MAPKs son activadas por diversos estimulos a través de receptores para
factores de crecimiento, integrinas y receptores acoplados a proteinas G. La cascada de
sefializacion mas comunmente descrita para las MAPKs, es iniciada por factores de
crecimiento que al interaccionar con sus receptores tirosina cinasa en la membrana
celular inducen su activacion, y el subsecuente reclutamiento de proteinas de andamiaje
como Grb2 que a su vez recluta en la membrana al factor intercambiador de nucleétidos
de guanina SOS, que a su vez induce la activacion de la GTPasa Ras para permitir la
activacion secuencial de las cinasas Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK) y ERK (MAPK),
esta Ultima conduce a la activacion de factores de trascripcion como c-Jun, c-Myc y
HIF1a (Fig. 1.8; Ramos et al 2008, Chetram et al 2012, Neuzillet et al 2013).

ERK1/2 y cancer

Como se mencioné antes, ERK1/2 induce la activacion de factores de transcripcion
como c-Myc, que regulan la transcripciébn de genes que promueven el desarrollo del
cancer. Por otra parte, la constante activacion de proteinas rio arriba de la sefializacion
de ERK1/2 como EGFR, (Epidermal Growth Factor Receptor), o mutaciones activadoras
en oncogenes como B-Raf llevan a la activacién constitutiva de ERK y ocasionan la

generacion de tumores (Chetram et al 2012).
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Figura 1.8: Cascada de sefializacion de las MAPK a través de la activaciéon de receptores
tirosina cinasa como EGFR. Ras también puede ser activada por cinasas de la familia de Src.
ERK puede activar la cinasa RSK la cual funciona como asa de regulacion negativa por
inhibicion de SOS. Fosfatasas presentes en el citosol y el nudcleo celular puede regular
negativamente la activacion de ERK. Alternativamente las MAPKs pueden ser activadas por
receptores acoplados a proteinas G e integrinas (Modificado de Ramos et al 2008).

En el cancer de pancreas se han encontrado mutaciones en Ras, que conducen
a su activacion y por lo tanto la sobre-activacion de la via Ras/ERK, induciendo cambios
en la expresion de genes asociados con la regulacion del ciclo celular, proliferacion,
sobrevivencia, migracion y angiogénesis determinantes en desarrollo y progresion del

cancer (Neuzillet et al 2012).
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Por otro lado, se han propuesto nuevos mecanismos a través de los cuales la
sefalizacion de ERK induce tumorogénesis, como es la activacion de BCL2, cuya
inhibicibn mediante el bloqueo de MEK induce apoptosis en cancer pancreatico
(Balmanno et al 2009).

Adicionalmente, se ha observado que tanto en diversos tipos de cancer de
mama como en modelos experimentales esta implicada la sefializacion de ERK1/2. Por
ejemplo, en alrededor del 30% de los canceres de mama se encuentran mutaciones en
esta via de sefalizacion. También, se ha observado que la sobreexpresion de blancos
rio arriba de ERK como MEK1 provocan la transformacién neoplasica de células de

epitelio normal de mama (Whyte et al 2009).
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2.

JUSTIFICACION

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres y con frecuencia

se diagnostica en un estado avanzado de la enfermedad, de lo que surge la importancia

en el mejoramiento de las terapias usadas para combatirlo.

Por otro lado, se ha demostrado la capacidad de GAS1 para inhibir el

crecimiento de gliomas, y también que su ausencia incrementa la habilidad metastasica

del cancer de mama. Adicionalmente se ha descrito que la presencia de ARTN y ERK

tienen un fuerte papel en la progresion del cancer de mama.

Lo anterior sugiere que la capacidad de GAS1 para detener el crecimiento

tumoral puede mantenerse también en el cancer de mama, y que esto puede darse a

través de la interferencia con la sefalizacion de ARTN y la activacion de ERK.

1)

2)

3)

HIPOTESIS

Si GASL1 es una proteina involucrada en el arresto del ciclo celular y la apoptosis, la
transferencia génica de células de cancer de mama y tumores derivados a partir de
estas con GAS1 y tGAS1 provocara la reduccién de la viabilidad celular y del

crecimiento tumoral.

Si GAS1 interfiere con la sefializacién de los GFLs y ademas ARTN se expresa en
cancer de mama, tGASL1 podria bloquear la sefalizacion de ARTN, lo que conllevaria
a la disminucién en la activacion de blancos rio debajo de la sefializacién, como lo es
ERK.

Ya que se ha propuesto que ARTN participa en el desarrollo de angiogénesis en
cancer de mama ER-, el tratamiento con tGAS1 en los tumores de mama bloqueara

el efecto de ARTN, provocando la disminucién de la angiogénesis tumoral.
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4. OBJETIVO

Determinar el efecto de la sobreexpresion de GAS1 y tGAS1 en la linea celular de

cancer de mama triple negativo, MDA MB 231, asi como en modelos in vivo derivados

de la misma.

4.1 Objetivos especificos:

1. Sobreexpresar a través de un sistema regulable a GAS1 y a su forma soluble
(tGAS1) en las células MDA MB 231.

2. Evaluar el efecto de la sobreexpresion regulable de GAS1 y tGASL1 en la viabilidad

de cultivos independientes de las células MDA MB 231.

3. Evaluar el efecto del medio condicionado conteniendo tGAS1 en la viabilidad de las
células MDA MB 231.

4. Determinar si GAS1 y tGAS1 pueden inducir arresto del ciclo celular y apoptosis en
la linea celular MDA MB 231.

5. Determinar el efecto de tGAS1 sobre la activacion de ERK1/2 en presencia y

ausencia de ARTN in vitro e in vivo.

6. Evaluar el efecto de tGAS1 sobre el crecimiento tumoral en un modelo in vivo de

cancer de mama obtenido a partir de la células MDA MB 231.

7. Evaluar el efecto de tGASL1 sobre la angiogénesis en un modelo in vivo de cancer de
mama obtenido a partir de la células MDA MB 231 e in vitro en células endoteliales.
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5. METODOLOGIA

5.1 Sistema de expresion

Para sobreexpresar a GAS1 y tGAS1 de forma regulable se utilizo el sistema TetOn
ViraPower HiPerform Gateway Expression T -Rex System (Invitrogen). Este sistema
consta de los siguientes plasmidos, uno de transferencia que albergard al transgén de
interés, controlado a través de un promotor CMV fusionado a un elemento regulador del
operador de tetraciclina (tetO), y un segundo plasmido que codifica a un elemento
represor del operador de tetraciclina (TR). Estos vectores plasmidicos son transfectados
en células empaquetadoras para la obtencién de los virus que acarrearan el transgén y
el elemento represor respectivamente. Para que el sistema funcione de forma regulable
es necesario infectar las células con ambos virus, ya que estas produciran el TR que se
unira a la secuencia tetO reprimiendo la expresion del transgén. Para inducir la
expresion del transgén se requiere de la adicion o administracion de tetraciclina, la cual
tiene afinidad por TR uniéndose a él y liberando la secuencia tetO, de esta forma,

guedando activa la transcripcion del transgén (Fig. 5.1).

5.2 Construccién de los vectores de expresion

La secuencia codificante de GAS1 se amplific6 por PCR utilizando los
iniciadores 5° CACCGCGATGGTGGCCGC 3’ conteniendo la secuencia CACC para la
clonacién dirigida en el vector pPENTRTOPO y 5"GACGAACCCGGCGAGAAAATT 3. El
producto de PCR se purificé y clon6 en el vector pENTR/DTOPO (Invitrogen) para
obtener la clona de entrada pENTR/DTOPO-GAS1 que se selecciond y purificd
mediante miniprep. Posteriormente, en una reaccion catalizada por la enzima LR
Clonase Il (Invitrogen), la clona pENTR/DTOPO-GAS1 se recombindé con el vector
pLenti6.3/TO/V5-DEST (ViraPower HiPerform Gateway Expression T-Rex System,
Invitrogen) para obtener el vector pLenti6.3/TO/V5-GAS1.
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Figura 5.1: Sistema de expresion regulable TetOn. A) A través de los vectores pLenti3.3/TR y
pLenti6.3/TO/V5-DEST se obtienen los virus para el elemento represor y el transgén de interés
respectivamente, con los que al co-infectar las células de estudio se establece el sistema
regulable TetOn. B) El elemento represor codificado por los virus TR mantiene la represion del
transgen, la cual es activada por adicién de tetraciclina (Tomado de ViraPower HiPerform
Gateway Expression T-Rex System, Invitrogen).

Para obtener el vector pENTR/DTOPO-tGAS1, la secuencia codificante de
GAS1 se amplifico por PCR hasta la arginina 315, antes del anclaje GPI (L6pez-Ornelas
2011), utilizando el mismo iniciador sentido y el siguiente iniciador antisentido 5
CCCGGACCCGCGTCCATT 37, obteniendo la clona de entrada pENTR/DTOPO-tGAS1
gue se recombind con el vector pLenti6.3/TO/V5-DEST para obtener el vector
pLenti6.3/TO/V5-tGAS1. De la misma forma usando los iniciadores 5°"CACCATGGT
GAGCAAGGGC 3y 5" TTACTTGTACAGCTCGTCCA 3" para amplificar la secuencia
codificante para la proteina EGFP (enhanced green fluorescent protein) se construyo el
vector pLenti6.3/TO/V5-EGFP que fue utilizado como control (Fig. 5.2).



Todos los vectores fueron seleccionados mediante miniprep, amplificados por
maxiprep y analizados por restriccion con las endonucleasas Xhol (New England
BioLabs) para pLenti6.3/TO/V5-GAS1 y pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 y con EcoRV (New
England BioLabs) para pLenti6.3/TO/V5-EGFP.

Clonacién
GAS1: CDS completa —p = 4
PCR —> tGAS1: CDS hastaArg 315 =—— [ PENTR /D-TOPO
EGFP: CDS completa R ——
| @ / l \

Recombinacién

pLenti6.3/TO/V5-GAS1
™~ pENTR/DTOPO-GAS1

pPENTR/DTOPO-tGAS1
pENTR/DTOPO-EGFP

pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 +——

A A A

pLenti6.3/TO/V5-EGFP —

Figura 5.2: Diagrama del procedimiento para la construccion de los vectores lentivirales
pLenti6.3/TO/V5-GASL1, pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 y pLenti6.3/TO/V5-EGFP.

5.3 Produccién de los lentivirus

Una vez obtenidos los vectores pLenti6.3/TO/V5-DEST para los transgenes especificos
estos fueron utilizados para producir los lentivirus correspondientes. Para esto, se
emplearon células empaquetadoras 293FT, en las cuales usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen) fueron co-transfectados los vectores pLenti6.3/TO/V5-GAS1, pLenti6.3/
TO/V5-tGAS1, pLenti6.3/TO/V5-EGFP o pLenti3.3/TR en conjunto con una mezcla de
empaguetamiento lentiviral (ViraPower Packing Mix, Invitrogen). Dicha mezcla de
empaguetamiento consta de los vectores pLP1, pLP2 y pLP/VSVG, que codifican para
los genes de expresion lentiviral y estructurales gag/pol, rev y VSV-G respectivamente.
Después de 48 h de la transfeccion, el medio de cultivo conteniendo los lentivirus fue

recolectado, centrifugado, filtrado y almacenado a -70 °C.
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Los lentivirus fueron titulados infectando las células MDA MB 231 con diluciones
seriadas de estos y seleccionado las colonias infectadas a través de la resistencia
adquirida al antibiético especifico, 5ug/mL de blasticidina (Invitrogen) para los lentivirus
GAS1, tGAS1 y EGFP, y 500 ug/mL de geneticina (GIBCO) para los lentivirus TR. Las
colonias resistentes al antibiético fueron tefiidas con cristal violeta y contadas, tomando
en cuenta que cada colonia resistente representaba su infeccién con una particula viral y
las diluciones de los lentivirus fueron realizadas en un volumen de 1 mL, el titulo viral fue

expresado como el numero de particulas virales por mililitro (pv/mL).

5.4 Obtencion de las clonas MDA de expresion regulable

Como ya se ha mencionado, se ha reportado que la ausencia de GAS1 incrementa la
habilidad metastasica en cancer de mama de ratén y que ademas la ARTN tiene un
papel importante en el desarrollo de angiogénesis en cancer de mama ER-. Esto, nos
llevé a utilizar como modelo in vitro de cancer de mama a la linea celular MDA MB 231,

ya que no expresa a ER y presenta caracteristicas metastasicas.

Para obtener las clonas estables de expresion regulable para GAS1, tGAS1 y
EGFP, las células MDA MB 231 fueron infectadas con los lentivirus elemento represor
(TR) obtenidos de la transfeccion en las células HEK293FT con el vector pLenti3.3/TR, y
seleccionadas usando 500 pg/mL de geneticina. Una vez obtenida la linea celular
estable para TR, MDA-TR, se procedi6é a una segunda infeccion con los lentivirus GAS1,
tGAS1 o EGFP, obtenidos de la transfeccion de las células HEK293FT con los vectores
pLenti6.3/TO/V5-GAS1, pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 y pLenti6.3/TO/V5-EGFP respectiva-
mente. Las células que incorporaron los lentivirus correspondientes fueron
seleccionadas con 5 ug/mL de blasticidina para obtener las clonas MDA-GAS1, MDA-
tGAS1 y MDA-EGFP respectivamente. La expresion regulable de GAS1, tGAS1 y EGFP
fue determinada por RT-PCR, western blot e inmunocitoquimica.
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Para obtener la clona MDA-EGFP de expresion constitutiva, las células MDA
MB 231 sin expresion del elemento represor, fueron infectadas con los lentivirus
pLenti6.3/TO/V5-EGFP y seleccionadas con 5 ug/mL de blasticidina. La expresion

constitutiva de EGFP se determiné por inmunofluorescencia.

5.5 Ensayo de viabilidad celular

Para determinar el efecto de la sobreexpresiéon de GAS1 y tGAS1 en la viabilidad
celular, se sembraron 30,000 células MDA MB 231 silvestres (MDA-WT) y de las clonas
MDA-GAS1, MDA-tGAS1 y MDA-EGFP en cajas de cultivo de 24 pozos. Al dia siguiente
las células fueron tratadas con medio de cultivo conteniendo o no 2 png/mL de tetraciclina
(Invitrogen). Después de 72 h de incubacidn, las células fueron levantadas de los platos
utilizando tripsina y resuspendidas para cuantificar la viabilidad celular mediante la
técnica de azul de tripano. Se contaron tanto las células vivas (refringentes) como las

muertas (permeables al azul de tripano) en cada condicion.

5.6 Efecto de tGAS1 en el medio condicionado

Estudios previos han demostrado la capacidad de tGAS1 para disminuir la viabilidad
celular de forma paracrina en gliomas (Lépez-Ornelas et al 2011), por lo que se decidio
probar si esto también podia ocurrir en las células de cancer de mama. Para probar el
efecto paracrino de tGAS1, se sembraron células MDA-WT y MDA-tGASL1 en platos de
cultivo p60 y al dia siguiente fueron expuestas a medio de cultivo con o sin 2 pg/mL de
tetraciclina. 72 h después, el medio de cultivo de cada condicion fue cosechado,
centrifugado vy filtrado, para ser adicionado a cultivos independientes de células MDA-
WT sembrados en cajas de cultivo de 24 pozos. Después de 72 h de incubacion con el
medio condicionado, la viabilidad celular fue determinada usando la técnica de azul de

tripano.
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Como control adicional, tGAS1 en el medio de cultivo de células MDA-tGAS1
fue inmunoprecipitado para eliminar esta proteina del medio y corroborar que esta es la

responsable del efecto en la viabilidad celular.

5.7 Inmunoprecipitacion de tGAS1 del medio condicionado

Se recolect6 el medio de cultivo de las células MDA-tGAS1 en ausencia o0 presencia de
tetraciclina durante 72 h. Posteriormente el medio fue centrifugado, filtrado e incubado
por 3 h con 30 uL/mL de medio de proteina A agarosa (Roche) a temperaturade 2 a 8 °
C para su clarificacién. Luego, el medio de cultivo fue centrifugado durante 1 min a
12,000xg a 4 °C, y transferido a tubos limpios para adicionar 2ug/mL del anticuerpo
primario contra GAS1 humano (ProScience, Poway, CA) o del anticuerpo primario contra
NMDAgl (Santa Cruz), este ultimo como control de proteina no relacionada. Después de
1 h de incubacion se adicionaron 30 uL/mL de medio de proteina A agarosa y el medio
se incubd durante toda la noche a temperatura de 2 a 8 °C. Posteriormente, el medio

fue centrifugado 1 min a 12,000xg a 4 °C para retirar la proteina A agarosa.

La proteina A agarosa recuperada en el Ultimo paso fue resuspendida en buffer
de corrida y desnaturalizada a 100 °C durante 5 min, esto para permitir la separaciéon de
la proteina de estudio del complejo con la proteina A agarosa y el anticuerpo
correspondiente. Las proteinas obtenidas del medio condicionado fueron separadas en

un gel SDS-PAGE para su identificacion por western blot.

Finalmente el medio del cual se inmunoprecipitdo tGAS1 se filtré en condiciones
de esterilidad para ser agregado como medio condicionado a los cultivos de las células
MDA-WT y determinar la viabilidad celular como se describe en el ensayo de medio

condicionado.
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5.8 Activaticion de ERK1/2 por el tratamiento con tGAS1y ARTN

Para conocer si tGAS1 podia afectar la activacion de ERK a través de ARTN, se midi6
la fosforilacion de ERK1/2 en las células MDA-tGAS1 en cuatro condiciones: 1) en
ausencia de tGAS1 (control), 2) en presencia de tGAS1 (tGAS1), 3) en ausencia de
tGAS1 y presencia de ARTN (ARTN) y 4) en presencia de tGAS1 y presencia de ARTN
(tGAS1+ARTN). Para esto, las células MDA-tGAS1 fueron incubadas con medio de
cultivo con o sin 2 ug/mL de tetraciclina para inducir la expresion de tGAS1 o mantenerla
reprimida, respectivamente. Después de 24 h de incubacion, las células sembradas para
las condiciones 3 y 4 recibieron 10 ng/mL de ARTN humana recombinante (450-17,
PEPROTECH). Tras 24 h mas de incubacion, las células de las cuatro condiciones
fueron cosechadas para extraer proteina y analizar la fosforilacion de ERK1/2 por

western blot.

5.9 RT-PCR

La extraccion del ARN total se realiz6 utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Posteriormente 5 ug de ARN total fueron tratados
con una unidad de DNAsa (New England BioLabs) a 37 °C durante 10 min, y
convertidos a ADNc usando la transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen) para luego
realizar la PCR. Para amplificar GAS1 se usaron los iniciadores 5'
ACGCAGGCCTCGAGCAGCTTG 3 'y 5 CTGTGCCTGCTGCTGGCGATGC 3' con una
temperatura de alineamiento de 63 °C. Para amplificar B-actina se usaron los iniciadores
5' TGGCACCACACCTTCTACA 3'y 5' TCACGCACGATTTCCC 3, con una temperatura
de alineamiento de 55 °C. Para determinar la expresion RET se usaron los iniciadores
5 CTGGTGAGGCG GTACACAA 3" y 5' CAGGTGGAGAAGTTCCTGGTC 3', con una
temperatura de alineamiento de 58 °C. Finalmente, para determinar la expresion ARTN
y GFRa3 se usaron los iniciadores y las temperaturas de alineamiento previamente

reportados por Kang en 20009.
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5.10 Western blot

La extraccion de proteinas se realiz6 utilizando buffer de lisis conteniendo inhibidores de
proteasas. Para las determinaciones, 25 ug de proteina por condicion fueron corridos en
geles SDS-PAGE al 10% de acrilamida/bisacrilamida, y transferidos a membranas de
PVDF (BioRad), las cuales fueron incubadas durante 1 h con solucién de blogueo
conteniendo 5% de leche descremada y 1% de BSA en TBS con 0.1% de Tween-20
(Merk). Las membranas fueron incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios
contra GAS1 humano (1:2000, ProScience, Poway, CA), actina (1:5000, Garcia-Tovar et
al 2001), GFP (1:1000 Millipore), ERK1/2 y pERK1/2 (1:2000 Cell Signaling), AKT
(1:1000, Santa Cruz) y pAKT (1:2000, Santa Cruz) diluidos en la solucién de bloqueo.
Posteriormente, se realizaron lavados con TBS/Tween-20 0.1% y las membranas fueron
incubadas durante 1 h con los anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratén (1:5000,
Invitrogen) diluidos en solucion de bloqueo, seguido de lavados con TBS/Tween-20
0.1%. La presencia de las proteinas se revel6 por quimioluminiscencia (Perkin Elmer).
Las imagines fueron capturadas usando el sistema UVP Biolmaging y el software

LabWorks Image Acquisition and Analysis (UVP, Inc. Upland, CA).

5.11 Anélisis del ciclo celular

Las células MDA-WT, MDA-EGFP, MDA-GAS1 y MDA-tGAS1 fueron incubadas con
medio de cultivo en presencia o ausencia de tetraciclina durante 72 h. Posteriormente,
las células fueron cosechadas, lavadas con PBS frio y fijadas con etanol al 70% a 4 °C
durante toda la noche. Después, las muestras fueron lavadas con PBS frio y
resuspendidas en una solucion con 20 pug/ml de yoduro de propidio (SIGMA) y 200 ug/mli
de RNasa (Sigma) en PBS con 0.1% de Triton X-100 (SIGMA), e incubadas por 1 h a
temperatura ambiente en oscuridad. La fluorescencia a 570 nm se medié usando un

equipo FACS Calibur (Becton Dickinson).
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5.12 Inmunofluorescencia

Para determinar la presencia de GAS1, las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 4% (PFA), lavadas con PBS, permeabilizadas con PBS/Triton X-100 0.2% por 10 min
y bloqueadas con PBS/BSA 1% durante 1 h. Posteriormente fueron incubadas durante
toda la noche con el anticuerpo anti-GAS1 humano (1:500, ProScience, Poway, CA),
seguido de lavados con PBS e incubacion con el anticuerpo secundario anti-conejo
Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen) durante 2 h. De nuevo se realizaron lavados con PBS
y las células fueron contratefiidas con DAPI (Vector). Las imagines se obtuvieron con un
microscopio de epifluorescencia Olympus BX51 acoplado a una camara CoolSNAP-

Procf Color y con el programa Image-Pro PLUS (Media Cybernetics, Inc.).

Para determinar la presencia de VEGF, las células fueron incubadas con
solucion de bloqueo PBS/Tween-20 0.01% conteniendo BSA 3% y SNC 2% por 30 min,
y luego incubadas toda la noche con el anticuerpo anti-VEGF (1:50, Santa Cruz) diluido
en la solucion de bloqueo. Posteriormente, las células recibieron lavados con PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo TRITC (1:200, Vector) durante 2 h.
De nuevo se realizaron lavados con PBS y las células se contratifiieron con DAPI. Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio de epifluorescencia Olympus BX51
acoplado a una camara CoolSNAP-Procf Color y con el programa Image-Pro PLUS.

Para realizar la inmunohistoquimica de los tumores de mama MDA MB 231, los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico y perfundidos con solucion salina
isoténica y posteriormente con PFA 4%, para proceder a extraer los tumores. Los
tumores fueron cortados en rebanadas de 30 um y estas fueron permeabilizadas con
PBS/Triton X-100 0.2% por 10 min, bloqueadas con PBS/BSA 1% durante 1 h, e
incubadas toda la noche con el anticuerpo anti-VE-cadherina (1:50, Santa Cruz). Luego
recibieron lavados con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo

TRITC (1:100, Vector), seguido de lavados con PBS para ser contratefiidas con DAPI.

36



Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal Leica SP8 y el
programa Leica Aplication Suite Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica Microsystems).
Para cuantificar el nimero de areas positivas para VE-cadherina, los campos completos
de 10-12 rebanadas por tumor fueron analizados, y cada vez que se encontré una marca
de VE-cadherina esta fue considerada como un area positiva. Los resultados se

expresaron como el porcentaje de areas positivas/tumor.

5.13 Migracién de células endoteliales in vitro

Para probar la capacidad de tGAS1 para reducir la migracién de células endoteliales in
vitro se emplearon cultivos primarios de endotelio de rata (Diaz-Coranguez et al 2013).
Estos fueron sembrados a confluencia en camaras de Boyden y expuestos a medio
condicionado de células MDA-tGAS1 con o sin 2 ug/mL de tetraciclina, previamente
centrifugado y filtrado. Después de 24 h de incubacion, las células endoteliales
adheridas en la membrana de las camaras de Boyden se fijaron con PFA 4%,
permeabilizaron con saponina 0.03% vy tifieron con de azul de toluidina 1%. Para tomar
en cuenta solo las células que migraron a la cara basal de la membrana, las células
adheridas a la membrana por el lado en el cual se realiz6 el cultivo fueron retiradas
usando un hisopo. Las células que migraron al lado basal de la membrana en cada
condicién se contaron usando microscopia de luz. Las imagines fueron obtenidas con un
microscopio Olympus BX51 acoplado a una camara CoolSNAP-Procf Color y usando el

programa Image-Pro PLUS.

5.14 Modelos in vivo de tumores de mama

Los experimentos fueron realizados de acuerdo a la norma vigente NOM-062-Z00-1999
(SAGARPA) y en concordancia con la Guia para el uso y cuidado de los animales de
experimentacion de The National Institutes of Health (NIH, EUA) y la normativa interna
(CINVESTAV).
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Los xenotransplantes heterotdépicos se llevaron a cabo inoculando
subcutaneamente 2x10° células MDA MB 231 en los flancos de los miembros inferiores
de ratones hembra nu/nu de 6-8 semanas de edad. Una vez que los tumores alcanzaron
un volumen aproximado de 50 mm?3, los animales fueron tratados intratumoralmente por
3 dias (dia 0, 2 y 4) con 2x10° pv (particulas virales) de los lentivirus tGAS1 o EGFP, o
con medio sin suero. El crecimiento tumoral fue monitoreado continuamente y se calculo
el volumen tumoral utilizando la formula V = (Dmax)(Dmin)?/(2); donde Dmax y Dmin
representan los diametros mayor y menor del tumor, respectivamente. Finalmente, 15
dias después del inicio del tratamiento los animales fueron sacrificados, y los tumores

dlsecados, homogenizados y procesados para la extraccion de ARN y proteina.

Los xenotransplantes ortotdpicos se realizaron inoculando 2x10° células MDA
MB 231 constitutivamente expresando la EGFP en las glandulas mamarias 4T y 5T de
ratones hembra nu/nu de 6-8 semanas de edad. Se realizaron dos condiciones
experimentales, una en la cual el tratamiento se inicié cuando los tumores alcanzaron un
volumen aproximado de 30 mm? simulando una etapa temprana de la enfermedad, y la
otra en la cual se inici6 el tratamiento cuando los tumores alcanzaron un volumen
aproximado de 50 mm? simulando un estado mas avanzado de la enfermedad. Los
animales fueron tratados intratumoralmente por 3 dias (dia 0, 2 and 4) con 2 x 108 pv de
los lentivirus tGAS1 o con medio de cultivo sin suero. El crecimiento tumoral fue
monitoreado continuamente y 28 dias después del inicio del tratamiento los animales
fueron sacrificados y los tumores disecados para determinar la presencia de VE-

cadherina.
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5.15 Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos de viabilidad celular, exposicion al medio
condicionado, fosforilacion de ERK y migracion de células endoteliales fueron
analizados usando ANOVA de un factor y la prueba post hoc de Duncan. Los resultados
de ciclo cellular, expression de VE-cadherina y fosforilacion de AKT fueron analizados
usando la prueba de t de Student. Una P<0.05 fue considerada estadisticamente
significativa. Las pruebas fueron ejecutadas usando el programa SPSS.

Para analizar los resultados de crecimiento tumoral in vivo, los datos fueron
considerados como series de tiempo con observaciones independientes, y fueron
analizados usando un método de parcelas divididas que separa los datos en dos grupos,
un grupo principal (el tratamiento) y un grupo secundario (tiempo). Un modelo anidado
fue empleado de acuerdo a la siguiente ecuacion: Vol=A+B(A)+C+AC, donde A es el
factor tratamiento, B es la unidad experimental (ratén) y C es el tiempo, Ay C son
considerados como factores constantes y B es el factor anidado. Las pruebas de
ANOVA y Duncan siguientes fueron ejecutadas con la variacién del volumen tumoral en
las subunidades (Error Il). Una P<0.05 fue considerada estadisticamente significativa.

Las pruebas fueron ejecutadas usando el programa NCSS.
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6. RESULTADOS

6.1 Construcciones lentivirales

Para obtener los vectores lentivirales primero se amplificaron por PCR las
secuencias para GAS1, tGAS1 y EGFP, las cuales fueron purificadas y clonadas en el
vector pENTR/DTOPO para obtener las clonas de entrada pENTR/DTOPO-GAS1,
PENTR/DTOPO-tGAS1 y PpENTR/DTOPO-EGFP. Mediante wuna reaccion de
recombinacion entre las clonas de entrada y el vector pLenti6.3/TO/V5-DEST se
obtuvieron los vectores lentivirales pLenti6.3/TO/V5-GAS1, pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 y
pLenti6.3/TO/V5-EGFP.

Estos vectores se analizaron mediante restriccion para corroborar la integridad y
orientacion de los transgenes especificos. Para pLenti6.3/TO/V5-GAS1 vy
pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 se utilizé la enzima Xhol que corta en los sitios 3258-3687 y
3259-3600, obteniéndose los fragmentos de 429 y 342 pb, respectivamente. Para
pLenti6.3/TO/V5-EGFP se utilizé la enzima EcoRV que corta en los sitios 2527-3341,
obteniéndose un fragmento de 813 pb (Fig. 6.1).

Una vez corroborada la integridad de los vectores se procedi6 a la transfeccion
de estos en las células 293FT. Posteriormente, los lentivirus fueron titulados usando la
resistencia al antibiético adquirida por las células infectadas. El titulo viral obtenido fue
de 2.6x107 pv/mL para los lentivirus GAS1, 14x107 pv/mL para los lentivirus tGAS1 y
1.5x107 pv/mL para los lentivirus EGFP.

6.2 GAS1y tGAS1 reducen las células viables por detencion del ciclo celular

Después de las infecciones con los lentivirus, se obtuvieron tres lineas celulares con un
sistema Tet-On, que en respuesta a tetraciclina (2 ug /mL) expresan GAS1 (MDA-
GAS1), tGAS1 (MDA-tGAS1l) y EGFP (MDA-EGFP), como se demuestra por la
expresion del ARNm vy la proteina transgénicos (Fig. 6.2).
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Figura 6.1: Andlisis de los vectores lentivirales empleados. A) Diagramas representativos de los
vectores pLenti6.3/TO/V5-DEST. B) Andlisis de restriccion con Xhol de los vectores
pLenti6.3/TO/V5-GASL1 y pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 obteniéndose los fragmentos de 429 y 342 pb,
respectivamente, y con EcCoORV para pLenti6.3/TO/V5-EGFP obteniéndose un fragmento de 813
pb.

Nuestro primer objetivo fue determinar si GAS1 y tGAS1 podrian afectar la
viabilidad de la linea celular MDA MB 231 de cancer de mama humano. Los resultados
muestran que después de 72 h en presencia de tetraciclina, hubo una disminucion en el
namero de células viables MDA-GAS1 y MDA-tGAS1 pero no de células MDA-EGFP.
Ademas esta disminuciéon fue mayor en las células MDA-tGAS1 con respecto a la
observada en las células MDA-GASL, indicando que tal vez la proteina soluble liberada
al medio de cultivo ejercid su efecto sobre las células vecinas (Fig. 6.3).
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Figura 6.2: Expresion regulable de GAS1 y tGASL1 en las células MDA MB 231. A) Expresion de
los transgenes a nivel de ARNm por RT-PCR, B) Determinacién de la presencia de los
transgenes nivel de proteina mediante western blot. C) Presencia de los transgenes determinada
por inmunucitoquimica, en presencia (+T) y ausencia (W/T) de tetraciclina. WT: células MDA MB
231 silvestres, EGFP, GAS1 y tGAS1: células MDA MB 231 infectadas con los lentivirus ER+
EGFP, GAS1 o tGASL. Escala 50 um.

En el ensayo de viabilidad celular también se observa que el nUmero de células
tefiidas con azul de tripano, es decir, muertas, no se modifica en ninguno de los casos,
tanto en ausencia como en presencia de tetraciclina. En estudios anteriores se ha
encontrado que tanto GAS1 como tGAS1 reducen la viabilidad celular en gliomas y
neuroblastomas a través de la induccion de apoptosis (Lépez-Ornelas et al 2011, Zarco
et la 2012), sin embargo aqui no se observo diferencia en la cantidad de células muertas
cuando se sobreexpresd a GAS1 y tGAS1 en comparacién con los controles. Esto
sugiere, que tal vez, la disminucion en la cantidad de células vivas observada con la
sobreexpresion de GAS1 y tGASL1 se debe al arresto del ciclo celular como un efecto de
GAS1 gue también ya se ha descrito (Del Sal et al 1992).
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Figura 6.3: La sobreexpresion de GAS1 y tGAS1 disminuye el nUmero de células viables. A) La
viabilidad de las células MDA de expresion regulable no se modifica en comparacién con las
silvestres en ausencia de tetraciclina (n=3). B) Reduccion en el nimero de células MDA-GAS1 y
MDA-tGAS1 vivas tras la exposicion a tetraciclina (n=4). ANOVA de un factor y Duncan post hoc
*** P<0.001.

Para determinar si la reduccion en la viabilidad de las células MDA-GAS1 y
MDA-tGAS1 se debe a la detencion del ciclo celular, se midié por citometria de flujo la
incorporacion de yoduro de propidio para determinar cambios en la proliferacion celular.
Los resultados muestran un aumento de la poblacién de células en la fase GO/G1 y una
reduccion en las fases S y G2/M en las células MDA-GAS1 y MDA-tGAS1 tratadas con

tetraciclina, indicando arresto del ciclo celular (Fig. 6.4).

Se sabe que las células MDA MB 231 no expresan GFRal ni GDNF pero si
expresan ARTN (Kang et al 2009), sin embargo, la presencia de GFRa3, el receptor
canobnico de ARTN, no se ha descrito previamente en estas células. Por lo que se
investigo la expresion de GFRa3, y por medio de RT-PCR se encontro el ARNm de
GFRa3 en células MDA MB 231 (Fig. 6.5 A). Esto sugiere que tGAS1 puede estar
interfiriendo con la sefalizacion de ARTN en las células MDA MB 231, tal vez afectando
la interaccion ARTN-GFRa3. También se observd, como se habia descrito previamente
(Boulay et al 2008), que las células MDA MB 231 no expresan RET (Fig. 6.5 B), por lo
gue el efecto de GAS1 y tGAS1 en estas células debe ser independiente de RET.
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Figura 6.4: La expresion de GAS1 y tGAS1 induce detencion del ciclo celular. Analisis del ciclo
celular en las clonas A) MDA-WT, B) MDA-EGFP, C) MDA-GAS1 y C) MDA-tGAS1 (n=3). Las
barras blancas representan las células en ausencia de tetraciclina (control) y las barras negras
en presencia de tetraciclina para inducir la expresion de EGFP, GAS1 y tGASL1. t de Student,

*P<0.05.
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Figura 6.5: Las células MDA MB 231 expresan ARTN, GFRa3 pero no RET. A) RT-PCR para
artemina y gfra3 en las clonas MDA. B) RT-PCR para Ret en las células MDA-WT, las células
SHSY-5Y fueron usadas como control positivo de expresion. WT: MDA MB 231 silvestres,
EGFP, GASL1 o tGASL1: células MDA MB 231 estables para EGFP, GAS1 o0 tGAS1, en presencia

(+T) y ausencia de tetraciclina.
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6.3 El medio condicionado con tGAS1 disminuye el numero de células viables

Se ha reportado que el medio condicionado conteniendo tGAS1 disminuye la viabilidad
de células C6 de glioblastoma de rata debido a sus efectos autocrinos y paracrinos
(L6pez-Ornelas et al 2011). Para probar si tGAS1 también disminuye la viabilidad en
células de cancer de mama de forma paracrina, se indujo la expresion de tGAS1 en las
células MDA-tGAS1 durante 72 h y luego el medio fue administrado a cultivos
independientes de células MDA-WT.

Los resultados indican que después de 72 h de incubacion con medio
condicionado conteniendo tGAS1 hubo una reduccién significativa en el nimero de
células viables MDA-WT en comparacion con las que recibieron el medio control (Fig.
6.6 A, tercera columna). Para descartar la posibilidad de que otros factores contenidos
en el medio condicionado fueran los responsables de este efecto, se eliminé a tGAS1
del medio condicionado por inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-GAS1 humano.
No se observé ninguna diferencia entre la viabilidad de las células que recibieron el
medio condicionado control y la de las que recibieron el medio condicionado del que fue

retirado tGAS1 por imnumoprecipitacion (Fig. 6.6 A, segunda columna).

Ademas, el andlisis por western blot del inmunoprecipitado corrobora que la
proteina inmunoprecipitada del medio de cultivo fue tGAS1, ya que en los controles
medio tratado con anticuerpo no relacionado (NMDAg1), y el medio sin anticuerpo y en
condiciones sin tetraciclina no se obtuvo respuesta, indicando la especificidad del
ensayo (Fig. 6.6 B). Estos datos indican que tGAS1 reduce la viabilidad de las células de
cancer de mama MDA MB 231 por un efecto paracrino.
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Figura 6.6: El medio condicionado con tGAS1 reduce la viabilidad celular. A) La viabilidad de las
células MDA-WT expuestas al medio condicionado conteniendo tGAS1 disminuye. B) Western
blot de la inmunoprecipitacion de tGAS1 del medio condicionado con (+Tet) o sin (-Tet)
tetraciclina (n=4). tGAS1: medio condicionado sin tetraciclina; tGAS1/IP: medio con tetraciclina
inmunoprecipitado vs tGAS1; tGAS1: medio con tetraciclina, NMDAg1: control de anticuerpo no
relacionado, s/Acl°: sin anticuerpo primario. ANOVA de un factor y Duncan post hoc, ** P <0.01.

6.4 tGAS1 disminuye la activacion de ERK al bloquear la sefializacion de la ARTN

Ya antes se ha demostrado que el efecto de GAS1 en gliomas y neuroblastomas se
asocia con GDNF y RET (Lopez-Ramirez et al 2008, Zarco et al 2012). Sin embargo, las
células MDA MB 231 no expresan ninguno de estas proteinas, pero si ARTN (Kang et al
2009) y aqui demostramos que también expresan GFRa3. Esto indica que el efecto de
GAS1 en las células MDA MB 231 es independiente de RET, lo cual podria involucrar

otros blancos rio abajo de la cascada de sefalizacion de ARTN, como las MAPKSs.

A continuacion se decidid investigar si la expresion de tGAS1 podia afectar la
activacion de ERK1/2 inducida por ARTN en las células MDA-tGAS1. Se observé que el
tratamiento de las células MDA-tGAS1 con la proteina recombinante humana ARTN en
ausencia de tetraciclina aument6 significativamente la fosforilacion de ERKL1/2.
Interesantemente, este efecto fue contrarrestado por la presencia de tGAS1 cuando las
células fueron expuestas a tetraciclina. Aunque no alcanzo a ser significativa, también se
observo una tendencia a reducirse la fosforilacion de ERK1/2 por la expresion de tGAS1
sin la adicion de ARTN (Fig. 6.7). Estos resultados demuestran que tGAS1 inhibe la

capacidad de ARTN para activar a ERK e inducir la proliferacion de las células.
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Figura 6.7: tGAS1 disminuye la activacion de ERK bloqueando la sefalizacion de la ARTN. A)
Andlisis de western blot representativo de la fosforilacion de ERK1/2 en presencia y ausencia de
tGAS1 y ARTN. B) Andlisis densitométrico de pERK1/2 normalizado con ERK1/2 total (n=3).
Control: células MDA-tGASL sin tetraciclina y ARTN, tGAS1: con adicion de tetraciclina, ARTN:
con adicion de ARTN y tGAS1+ARTN: con adicion de tetraciclina y ARTN. ANOVA de un factor
y Duncan post hoc, ** P <0.01.

6.5 tGAS1 inhibe el crecimiento tumoral in vivo

Para probar el potencial de tGAS1 para inhibir el crecimiento tumoral in vivo, se
inocularon células MDA-WT en ratones hembra inmunosuprimidos para generar tumores
subcutaneos (heterotdpicos) que fueron tratados con los lentivirus tGAS1 o EGFP, o con
el vehiculo. Los tumores fueron medidos durante un periodo de 15 dias y se calculo el
volumen tumoral en cada una de las condiciones. Los resultados sefialan que a partir del
dia 4, los ratones tratados con los lentivirus tGAS1 desarrollaron tumores mas pequefios
(<100 mm?3), en comparaciéon con los ratones que recibieron los lentivirus EGFP o el

vehiculo que llegaron a alcanzar los 300 mm? (Fig. 6.8 Ay B).

47



Al final del seguimiento los animales fueron sacrificados para investigar en los
tumores la presencia de tGAS1 y EGFP entregados a través de los lentivirus. Se
detectaron tanto los mensajeros como las proteinas correspondientes en cada uno de
los tratamientos, indicando que estos funcionaron de la forma adecuada (Fig. 6.8 C).
Estos datos muestran que tGAS1 reduce el crecimiento de los tumores de mama MDA-
WT in vivo.
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Figura 6.8: tGASL1 inhibe el crecimiento de los tumores de mama heterotopicos. A) Imagenes
representativas de los tumores subcutaneos MDA-WT al final del seguimiento. B) tGAS1 y EGFP
se expresan exclusivamente en tumores tratados con los lentivirus tGAS1 y EGFP
respectivamente. C) Crecimiento de los tumores subcutdneos MDA-WT con los diferentes
tratamientos (n=5). LvtGAS1, LVEGFP y Medio: tratamientos con los lentivirus tGAS1 y EGFP, y
con medio de cultivo, respectivamente. ANOVA y Duncan post hoc, ** P <0,01.

Se ha documentado que los xenotransplantes ortotépicos replican el desarrollo
de tumores de forma mas fiable (Francia et al 2011), por lo tanto decidimos investigar la
eficacia de tGAS1 en tumores generados en las glandulas mamarias mediante la
inoculacion de células MDA MB 231 con expresion constitutiva de la EGFP.
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Los tratamientos se iniciaron a dos distintos volimenes tumorales, 30 y 50 mm?,
con el fin de representar las condiciones en un estado temprano y un estado avanzado
de la enfermedad, respectivamente. Previamente se demostré que los lentivirus que
expresan una proteina irrelevante (EGFP) no tuvieron ningun efecto sobre el crecimiento

tumoral, para estos experimentos solo se utilizé como control la inyeccion de vehiculo.

Se encontr6 que en los ratones que recibieron los lentivirus tGAS1 el
crecimiento de los tumores se redujo significativamente en comparacion con los ratones
gue recibieron solo medio de cultivo, tanto en el experimento representado la etapa
temprana como avanzada del desarrollo tumoral. Sin embargo, de acuerdo al estadio en
que se inicid el tratamiento se pudo observar que en etapas tempranas de la
enfermedad tGAS1 detuvo por completo el crecimiento del tumor. Esto debido a que en
los animales tratados con tGAS1, los tumores no sobrepasaron los 50 mm?3 y en los
animales control estos crecieron unas 6 veces mas hasta aproximadamente 300 mm3,
Por otro lado, cuando se comenzé el tratamiento en la etapa mas avanzada, aunque
tGAS1 no abatio totalmente el crecimiento de los tumores, si lo redujo significativamente
en comparacion con los controles, puesto que los tumores que recibieron tGAS1
alcanzaron poco mas de 200 mm?3 al final del tratamiento y los controles

aproximadamente 600 mm? (Fig. 6.9).

6.6 tGAS1 disminuye la activacién de ERK in vivo

Anteriormente se mostrd la inhibicion del crecimiento tumoral en glioblastomas por
GAS1, la cual involucra la disminucion en la activacion de RET (Lopez-Ramirez et al
2008). En este trabajo, también observamos que tGAS1 reduce el crecimiento de los
tumores de mama in vivo, pero estos derivan de células que no expresan RET. Sin
embargo, estas células si expresan ARTN y GFRa3, y aqui mostramos que tGAS1
inhibe la activacion de ERK1/2 por interferencia de la sefalizacion de ARTN in vitro. Por
lo tanto, a continuacion se decidio investigar si tGAS1 podia afectar la activacion de

ERK1/2 in vivo en los tumores de mama derivados de las células MDA-WT.
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Figura 6.9: tGAS1 reduce el crecimiento de los tumores de mama ortotépicos. A) Imagenes
representativas de los tumores de mama ortotépicos sometidos a los diferentes tratamientos en
la etapa temprana (30 mm3) al final del seguimiento. B) Crecimiento de tumores ortotopicos en
respuesta a los diferentes tratamientos en el estadio temprano (30 mm3, n=4). C) Crecimiento de
tumores ortotépicos con los diferentes tratamientos en el estadio avanzado (50 mm?, n=6). Las
flechas indican los tumores control y las puntas de flecha los tumores tratados con los lentivirus
tGAS1. LVtGAS1 y Control: tratamientos con los lentivirus tGAS1 y medio de -cultivo,
respectivamente. ANOVA y Duncan post hoc, * P <0,05; *** P <0,001.

Mediante western blot se analizaron los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en
los tumores subcutaneos con los distintos tratamientos. Se observo una reduccion
significativa de la fosforilacion de ERK1/2 en los tumores que recibieron los lentivirus
tGAS1 en comparacion con los que recibieron los lentivirus EGFP y el vehiculo (Fig.
6.10).

Por otro lado, queda la posibilidad de que tGAS1 no solo afecte la activacién de
ERK sino también de AKT, puesto que se ha observado que el tratamiento de gliomas
con GASL1 reduce la fosforilacion de esta ultima (L6pez-Ramirez et al 2008). Por lo tanto,
también se investigo la activacion de AKT en los tumores MDA-WT, y no se encontrd
diferencia entre el nivel de fosforilacibn de AKT en los tumores que recibieron el
tratamiento con tGAS1 con respecto al control (Fig. 6.11). Estos resultados muestran
gue tGAS1 reduce el crecimiento de los tumores de mama MDA-WT por inhibicion de la
activacion de ERK1/2 y no de AKT.
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Figura 6.10: El tratamiento con tGAS1 disminuye la fosforilacion de ERK en los tumores de
mama. A) Imagen representativa de western blot para pERK1/2 en los tumores MDA-WT
subcutaneos. B) Analisis densitométrico de pERK1/2 normalizado con respecto a ERK1/2 total
en los tumores MDA-WT subcutaneos (n=3). Control, EGFP y tGASL1: tratamientos con medio de
cultivo o con los lentivirus EGFP y tGAS1, respectivamente. ANOVA de un factor y Duncan post
hoc, ** P <0,01.
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Figura 6.11: El tratamiento con tGAS1 no afecta la activacion de AKT en los tumores de mama.
A) Imagen representativa de western blot para pAKT en los tumores MDA-WT subcutaneos. B)
Andlisis densitométrico de pAKT normalizado con respecto a AKT total en los tumores MDA-WT
subcutaneos (n=3). Control, tGAS1: tratamientos con medio de cultivo o con los lentivirus tGAS1,
respectivamente.
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6.7 tGAS1 disminuye la vascularizacién de los tumores de mama

Ademas de observar que el tratamiento con tGAS1 reduce el crecimiento de los tumores
de mama, también observamos que este parece reducir la vascularizacion de los
tumores (Figs. 6.8 Ay 6.9 A). Para profundizar en este aspecto, se identificaron los
vasos sanguineos de los tumores ortotopicos, que se distinguen por expresar EGFP,
identificando la expresion de la VE-cadherina por inmunofluorescencia (Labelle et al
2008). Se contd el numero de é&reas positivas a VE-cadherina por tumor en cada

condicion, como un indicativo de la abundancia de vasos sanguineos.

Los resultados indican que se detectaron menos areas positivas para VE-
cadherina en los tumores tratados con tGAS1 en comparacion con el control (Fig. 6.12),
es decir, el tratamiento con tGAS1 redujo la formacién de vasos sanguineos, lo que
concuerda con la apariencia de los tumores observada en las figuras 6.8 y 6.9. Este
efecto adicionalmente podria haber influenciado el crecimiento tumoral, ya que al reducir

el suministro de oxigeno y nutrientes lo tumores alcanzarian un menor volumen.

Interesantemente, se encontraron sefiales positivas para VE-cadherina en las
células tumorales (Fig. 6.12 A, segundo panel). Se ha reportado que las células MDA
MB 231 requieren unirse a VE-cadherina de las células endoteliales durante el proceso
de migracion transendotelial (Sahni et al 2009), esto podria sugerir que las células
tumorales estdn haciendo contacto las endoteliales para extravasarse y migrar a otro

sitio a través del torrente sanguineo.

6.8 tGAS1 disminuye la migraciéon de células endoteliales microvasculares

Los resultados anteriores sugieren que tGAS1 puede inhibir la angiogénesis en
los tumores de mama, sin embargo cabe la posibilidad de que la reducida
vascularizacion en los tumores tratados con tGAS1 se deba simplemente a que estos
crecieron mucho menos en comparacion con los controles, y que no fuese un efecto

directo de tGASL1 sobre la angiogénesis.
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Figura 6.12: tGAS1 reduce la vascularizacibn de los tumores de mama. A) Imagenes
representativas de la inmunohistoquimica contra VE-cadherina en los tumores de mama
ortotépicos. Las células tumorales se distinguen de las vasculares por la expresion de EGFP
(panel superior). También se observan células tumorales (en verde) con marca para VE-
cadherina (rojo) lo que sugiere que estan en contacto con las células endoteliales vasculares en
el proceso de extravasacion. B) Porcentaje de areas positivas para VE-cadherina por tumor en
cada condicion (n = 4). Control y tGAS1: tratamientos con medio de cultivo y con los lentivirus
tGAS1, respectivamente. Escala 50 um en los paneles superiores y 25 um en el panel inferior. t
de Student, * P <0,05

De acuerdo a lo anterior, decidimos investigar si tGAS1 podia directamente
afectar la angiogénesis y dado que la migracion de las células endoteliales es un evento
clave para la angiogénesis, probamos este proceso in vitro en respuesta al medio
condicionado conteniendo tGAS1l. Para este propdsito, se sembraron células
endoteliales en camaras de Boyden y fueron expuestas al medio condicionado

conteniendo o no tGASL.

53



Las células endoteliales mostraron una migracion basal en presencia del mismo
medio de cultivo cuando fue usado como medio condicionado, pero cuando fueron
incubadas con el medio de cultivo de las células tumorales MDA-tGASL1 sin tetraciclina,
es decir, sin tGAS1, la migracion aumenté significativamente. En contraste, cuando se
indujo la presencia de tGAS1 en el medio condicionado por adicion de tetraciclina, se
observo una reduccion de la migracion de las células endoteliales, llegando a un nivel
similar al basal (Fig. 6.13 Ay B).

Como ya se mostro antes, el tratamiento con tGAS1 induce el arresto del ciclo
celular en las células MDA MB 231, por lo que, cabe la posibilidad de que la disminucién
en el numero de células endoteliales que migraron a través de las camaras de Boyden
no se debiera a que estas migraron menos, sino a que proliferaron menos por la
presencia de tGAS1. Para descartar esto, se determind el efecto de tGAS1 en la
viabilidad de las células endoteliales. Empleando el ensayo de azul de tripano, se
encontr6 que la viabilidad celular no se afectd por la presencia de tGAS1 en
comparacién con los controles (Fig. 6.13 C). Con esto podemos descartar que el efecto
de tGAS1 en la migracion de células endoteliales de deba a la inhibicion de la
proliferacion, sino a que efectivamente impide que las células endoteliales migren y por

lo tanto afecta directamente la angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso que requiere de la migracion y proliferacion de
las células endoteliales. Un factor crucial en la modulacion de estos procesos es el
VEGF secretado por las células tumorales, asi que se determiné si la expresion de este
factor podia afectarse por la presencia de tGAS1. Por inmunohistoquimica se observo
muy poca diferencia entre la expresion de VEGF en las células MDA-tGAS1 expresando
0 no tGAS1 (Fig. 6.14), lo que sugiere que tGAS1 inhibe la migracién de células

endoteliales por un mecanismo independiente de VEGF.
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Figura 6.13: El medio acondicionado que contiene tGAS1 disminuye la migracion de las células
endoteliales. A) Imagenes representativas de la migracion de las células endoteliales en las
camaras de Boyden en las diferentes condiciones. B) Las células endoteliales expuestas al
medio condicionado con tGAS1 reducen su migracion, evaluada por el ensayo de migraciéon en
la camara de Boyden. C) El medio condicionado con tGAS1 no tiene ningun efecto sobre la
viabilidad de las células endoteliales. MDA-tGAS1 CM: medio condicionado de células MDA-
tGAS1 con tetraciclina (+tGAS1) o sin tetraciclina (-tGAS1). Control: medio condicionado de
células endoteliales. Escala 50 um. ANOVA de un factor y Duncan post hoc, *** P <0.001
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Figura 6.14: La presencia de tGAS1 no afecta la expresion de VEGF. Inmunocitoquimica de
VEGF en las células MDA tGAS1 en presencia (T +) o ausencia de tetraciclina durante 72 h.
w/Ab1l °: sin anticuerpo primario, escala 50 ym.
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7. DISCUSION

El cancer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres a nivel mundial, y aunque
los avances recientes en la investigacion de las bases moleculares que lo conforman
han mejorado su tratamiento, se necesitan nuevas alternativas. En este trabajo, se
demuestra la capacidad de GAS1 y tGASL1 para inducir la detencion del ciclo celular de
las células de cancer de mama humano MDA MB 231, asi como de tGAS1 para impedir
el crecimiento de tumores originados en ratones inmunosuprimidos a partir de estas
mismas ceélulas, lo que sugiere que tGAS1 se puede utilizar como una terapia adyuvante

para el tratamiento de cancer de mama.

Primero se probo el efecto de la sobreexpresion de GAS1 y tGAS1 en la
viabilidad de las células MDA MB 231, observandose que esta ocasiond la disminucion
del numero de células viables, sin modificar la cantidad de células muertas, es decir,
redujo su proliferacion manteniéndolas en arresto en la fase GO/G1, sin afectar su
sobrevivencia (Fig. 6.4). Este efecto de GAS1 es consistente con los estudios realizados
en fibroblastos NIH3T3, a partir de los cuales se determind la participacion de GAS1 en

la detencién del ciclo celular (Stebel et al 2000).

Por otro lado, se ha reportado que el anclaje GPI que mantiene unido a GAS1
con la membrana celular no es indispensable para producir sus efectos sobre la
detencion del crecimiento celular (Ruaro et al 2000). Ademas, se ha demostrado que la
forma soluble de GAS1 (tGAS1) disminuye la viabilidad de células de C6 glioblastoma y
tumores derivados de estas células (LOopez-Ornelas et al 2011, 2014). Aqui se
demuestra que tGAS1 es secretado al medio de cultivo cuando es producido por las
células MDA-tGAS1, y que también puede interaccionar con las células que no lo

producen provocando en estas la disminucién de su viabilidad (Fig. 6.6).
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La reduccion de la viabilidad celular por GAS1 se asocia con el bloqueo de la
via de sefalizacion de GDNF implicando la participacion de los receptores GFRal y
RET para inducir apoptosis (Lopez-Ramirez et al 2008, Dominguez-Monzon et al 2009,
Zarco et al 2012). Curiosamente las células MDA MB 231 carecen tanto de RET como
de GFRal (Esseghir et al 2007, Boulay et al 2008), pero expresan ARTN, un ligando de
la familia de GDNF que promueve el crecimiento de los tumores de mama y la
invasividad (Kang et al 2009). Ademas, la expresion de ARTN ha sido observada en
distintos tipos de cancer como cancer endometrial, de pulmon y pancreatico en los
cuales esta relacionada con la proliferacion y la metastasis (Pandey et al 2010, Tang et
al 2010, Ceyhan et al 2006). Sin embargo, aun no se ha reportado la expresion del
receptor candnico de ARTN, GFRa3. En este trabajo se demuestra la expresion del
ARNm de GFRa3 en las células MDA MB 231 (Fig. 6.5). Este resultado sugiere que

tGASL1 induce arresto del ciclo celular al interferir con la interaccion entre ARTN-GFRo.3.

Aungque RET no esta presente en las células MDA MB 231, varios reportes
muestran que los complejos GFRa-GFL pueden iniciar su sefalizacion en una manera
independiente RET a través de las moléculas de adhesion tales como NCAM, e inducir
la activacién de la cinasa intracelular Fyn que provoca la inhibicién de la adhesién
celular (Sariola et al 2003, Parartcha et al 2003). También, hay informes de la
interaccion de los complejos GFRa-GFL con las integrinas (Chao et al 2003) que
participan en procesos como la proliferacion, crecimiento, invasion y supervivencia de

las células en el cancer (Jahangiri et al 2014).

Por otro lado, se ha reportado que el bloqgueo de ARTN con anticuerpos
neutralizantes inhibe completamente la activacion de ERK y RET inducida por ARTN
(Thornton et al 2013). Estos datos estan de acuerdo con la reduccion en la fosforilacion
de ERK1/2 observada in las células MDA-tGAS1 en presencia de tetraciclina y ARTN,
por lo tanto, al carecer estas células de RET, el efecto de tGAS1 debe ser mediado a
través de la inhibicion de ERK1/2 (Fig. 6.7).
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ERK1/2 tiene una importante participacion en la progresion del ciclo celular
porque las vias RAS/ERK/MAPK y RAS/PI3K inactivan a la proteina de retinoblastoma
(RB) que regula negativamente el crecimiento. Ademas, la inhibiciéon de ERK1/2 regula a
la baja las proteinas BCL-2 y promueve la muerte de las células tumorales (Balmanno et
al 2009, Coleman et al 2004). Recientemente, se ha identificado en neuronas
sensoriales periféricas que NRTN y ARTN pueden desencadenar vias de sefializacion
involucrando o no a RET. En estos estudios se encontr6 que ARTN induce la
sensibilizacion de las neuronas para liberar al péptido relacionado al gen de la
calcitonina (CGRP), tanto de forma dependiente como independiente de RET a través
de NCAM, ocasionando la activacion de ERK y AKT (Schmutzler et al 2011). Aqui se
muestra que tGAS1 inhibe la activacién de ERK por un mecanismo independiente de
RET sin afectar la activacién de AKT (Fig. 6.11), sugiriendo que tGAS1 en ausencia de
RET induce arresto del ciclo celular y no apoptosis, interfiriendo con la activacion de
ERK1/2 en lugar de la de AKT.

Adicionalmente se probo el efecto de tGASL1 in vivo. Para este proposito, las
células MDA MB 231 se inocularon en los flancos de las extremidades de los miembros
inferiores y en las glandulas mamarias de ratones hembra inmunocomprometidos para
inducir el desarrollo de tumores. Los resultados muestran que tGAS1 redujo
significativamente el crecimiento de los tumores en ambos modelos (Figs. 6.8 y 6.9).
También se observdé que el tratamiento con tGAS1 en las primeras etapas de
crecimiento del tumor (30 mm3) es mas efectivo, debido a que en los tumores de este
tamafio tGAS1 detuvo completamente el crecimiento tumoral, lo que indica que el
potencial terapéutico de tGAS1 es mayor en las fases tempranas de la enfermedad (Fig.
6.9).

Finalmente la sefalizacion de ERK esta desregulada en aproximadamente un
tercio de todos los canceres incluyendo el cancer de mama en donde su hiperactividad
juega un papel importante en la progresion de la metastasis (Whyte et al 2009, Dhillon et
al 2007). Con base en estos datos y en los resultados obtenidos in vitro, se decidio

investigar la activacién de ERK en los tumores de mama.
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Se encontré una reduccion significativa de la fosforilacion de ERK1/2 en los
tumores tratados con los lentivirus tGAS1 en comparacion con los tratados con el
vehiculo en concordancia con los resultados obtenidos con las células MDA-tGAS1 en
presencia de ARTN Yy tetraciclina (Figs. 6.10 y 6.7). Esto sugiere un papel importante
para tGASL1 en la inactivacion de ERK, posiblemente a través de la interaccién con las
moléculas de adhesion, como las implicadas en la sefalizacion de los GFLs
independiente de RET, como NCAM vy las integrinas (Sariola et al 2003, Parartcha et al
2003, Chao et al 2003).

Dado que los tumores control parecian estar mas vascularizados que los que
recibieron el tratamiento con tGAS1 (Figs. 6.8 Ay 6.9 A), se investigd si tGAS1 podria
inhibir la angiogénesis en los tumores. Para este propdsito, se identificaron los vasos
sanguineos en los tumores mediante inmunohistoquimica contra VE-cadherina tomando
en cuenta la morfologia segun los datos reportados por Labelle (2008), y se contaron las
areas positivas a VE-cadherina por tumor en cada condicibn para determinar la

abundancia de vasos sanguineos.

Se encontr6 que los tumores tratados con tGAS1 tuvieron menos areas
positivas para la VE-cadherina en comparacion con los tumores control. Esto sugiere
que el tratamiento con tGAS1 provoca una reduccion del suministro de sangre a los

tumores, lo que limita su crecimiento y reduce su capacidad metastasica.

Cabe destacar que los vasos sanguineos fueron identificados del tejido tumoral
por la expresion de la EGFP en las células tumorales (Fig. 6.12 A panel superior), pero
también se encontraron sefales positivas para VE-cadherina en las células tumorales
(Fig. 6.12 A, segundo panel), sin embargo no se ha descrito la expresiéon de esta
proteina en las células MDA MB 231. Este hallazgo acompafia el proceso de migracion
transendotelial, mediante el cual las células ingresan al torrente sanguineo para
colonizar otros sitios del organismo. Se ha reportado que las células MDA MB 231
necesitan unirse a la VE-cadherina presente en las células endoteliales durante el

proceso de migracion transendotelial (Sahni et al 2009).
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Ademas, se ha demostrado que la unidn de las células MDA MB 231 a células
endoteliales provoca la fosforilacion de la VE-cadherina a través de la via H-
Ras/Raf/MEK/ERK, lo que lleva a la disociacién de VE-cadherina y p-catenina alterando
la integridad del endotelio vascular (Haidari et al 2012). Estos datos sugieren que las
células de los tumores de mama estan en contacto con las células endoteliales para
darse paso hacia el torrente sanguineo, proceso que no se observo en los tumores
tratados con tGASL1.

En un esfuerzo para determinar si la reduccion en la formacion de vasos
sanguineos en el tumor se debia a un efecto directo de tGAS1 se realizaron ensayos in
vitro de migracion de células endoteliales. Observamos que el medio que contiene
tGAS1 reduce la migracion las células endoteliales (Fig. 6.13). Ademas se demostré que
tGAS1 no afecta la proliferacion de las células endoteliales sino solo su migracion (Fig.
6.13 C), por lo que podemos decir que tGASL1 interfiere directamente de forma negativa

con el desarrollo de la angiogénesis.

Por otra parte, se ha reportado que la expresion de GAS1 es inducida por VE-
cadherina y VEGF (Spagnuolo et al 2004). Nuestros resultados muestran que tGAS1
disminuye la capacidad migratoria de las células endoteliales, pero no afecta su
viabilidad en comparacion con los controles. Por otra parte, la expresiéon de tGAS1 en
las células MDA-tGAS1 induce un efecto muy limitado sobre la expresion del VEGF (Fig.
6.14). De acuerdo con estos datos, se propone que la reduccion de la angiogénesis
inducida por el tratamiento con tGAS1 puede deberse a un mecanismo que implica la
inhibicién de la sefalizacion ARTN-GFRa3, ya que se ha reportado que este ligando
promueve la angiogénesis en células de cancer de mama con expresion negativa para el

receptor de estrogenos, como son las células MDA MB 231 (Banerjee et al 2012).

En el cancer, la generacion de nuevos vasos sanguineos es un proceso critico
para generar metastasis, las cuales se originan cuando las células del tumor primario
acceden al torrente sanguineo y viajan a sitios distantes en el cuerpo donde crean

colonias y generan nuevos tumores que siguen proliferando (Francia et al 2011).
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De acuerdo con el efecto de tGAS1 sobre la angiogénesis y un reporte anterior
en el que se muestra que la disminucion en la expresion de GAS1 aumenta la
metéstasis a pulmén (Gobeil et al 2008), tGAS1 podria reducir la generacién de
metéstasis del cancer de mama, y por lo tanto, se considera relevante evaluar el efecto

del tratamiento con tGAS1 en la formacion de metastasis en el cancer de mama.

8. CONCLUSION

Se ha demostrado la capacidad de GAS1 para inhibir el crecimiento de gliomas y células
de neuroblastoma mediante la inhibicion de la via de sefializacion de GDNF/RET/AKT.
En el presente trabajo, extendemos esas observaciones, mostrando que tGAS1 también
puede inhibir el crecimiento de tumores de mama, al interferir con la otra rama de la via
de GDNF, es decir, bloqueando la sefalizacion ARTN-GFRa3/ERK en una manera
independiente de RET. Estos resultados refuerzan la posibilidad de utilizar tGAS1 en el

tratamiento de diferentes tumores.

9. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se mostrd la capacidad de tGAS1 para inhibir el crecimiento y la
angiogénesis de tumores de mama. El hecho de que tGAS1 afecte negativamente la
angiogénesis hace razonable pensar que el tratamiento del cancer de mama con tGAS1
también puede reducir la metastasis, ya que es un proceso altamente vinculado al
desarrollo de vasos sanguineos. De esta forma, consideramos importante investigar el
papel de tGAS1 en la progresion de la metastasis en modelos in vivo de cancer de

mama.
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ANEXO 1

Parte de los resultados obtenidos en este proyecto doctoral fueron publicados en la
revista Experimental Cell Research:

A soluble form of GAS1 inhibits tumor growth and angiogenesis in a triple negative
breast cancer model. Jiménez A, LOpez-Ornelas A, Estudillo E, Gonzalez-Mariscal L,
Gonzélez RO, Segovia J. Exp Cell Res. 2014 Jun 30. pii: S0014-4827(14)00263-8. doi:
10.1016/j.yexcr.2014.06.016. [Epub ahead of print]
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