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1 RESUMEN

La proteina del arresto del crecimiento especifico 1 (Gas1) puede promover proliferacion y supervivencia
celular en el desarrollo embrionario asi como arresto y muerte celular en la etapa adulta. Estos
fendmenos antagonicos se deben a que Gasl sinergiza con Sonic hedgehog (Shh) y porque inhibe la
sefializacion del factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF). Gasl se encuentra anclada a la membrana
celular externa por un residuo de glicosilfosfatidilinositol (GPI), pero también se pueden producir
versiones solubles de la proteina que actlan de manera autocrina y paracrina. Las primeras formas
solubles de Gasl se produjeron por ingenieria genética al escindir la secuencia de anclaje a GPI, lo que
promovid su secrecion al espacio extracelular. Una de estas formas solubles recombinantes demostré un
eficaz efecto antitumoral en modelos de terapia génica viral. Posteriormente se demostré que las células
mesangiales del rifién expresan y liberan Gas1 soluble de manera endégena en la orina. Con base en estos
antecedentes, se decidié evaluar el efecto de Gas1 soluble recombinante en células de glioblastoma por
medio de terapia génica no viral y localizar a Gas1 soluble endégeno en los fluidos corporales de la rata
adulta. Para el primer objetivo, se utilizd el poliplex de neurotensina (NTS-poliplex), un vector no viral,
que transfiere genes via la endocitosis del receptor a NTS tipo 1 (NTSR1). Interesantemente, en el caso de
células de glioblastoma, la transferencia génica por el NTS-poliplex se llevé a cabo de manera especifica
a través de la endocitosis de los receptores a NTS tipo Il (NTSR2/vNTSR2), fendmeno que no sucede en
células astrogliales sanas. La transfeccién de Gasl soluble recombinante por el NTS-poliplex disminuyd la
viabilidad celular tanto en el cultivo productor como en el cultivo receptor de glioblastoma. Estos
resultados apoyan al sistema no viral NTS-poliplex-Gasl soluble como una nueva terapia para
glioblastomas. En el segundo objetivo, demostramos por primera vez la presencia de Gasl soluble
endogeno en el liquido cefalorraquideo (LCR) de la rata adulta y su expresion en el plexo coroideo, el
principal productor de LCR. Estos resultados sugieren que Gasl soluble, presente en el LCR, realiza una
accion fisiolégica en el sistema nervioso central via el sistema glinfatico. En conjunto, nuestros resultados
demuestran la relevancia de Gasl soluble ya sea el recombinante para utilizarse en diversos modelos de
terapia génica contra el cancer o el enddgeno para ejercer un rol fisioldgico en el sistema nervioso central,

funcién que queda para aclararse en estudios futuros.



2  ABSTRACT

The growth arrest specific 1 (Gasl) protein promotes proliferation and cell survival during embryonic
development as well as arrest and cell death in adulthood. These antagonistic phenomena result from
the dual effect of Gasl, which synergizes with Sonic hedgehog (Shh) and inhibits glial-derived
neurotrophic factor (GDNF) signaling. Gasl is localized anchored to the outer cell membrane by a
glycosylphosphatidylinositol residue (GPI), but soluble versions of this protein can also be produced to act
in autocrine and paracrine manner. The first soluble forms of Gas1 were engineered by cleaving the GPI
anchor sequence, which promoted its secretion to the extracellular space. One of those recombinant
forms showed an effective antitumor effect in viral gene therapy models. Later on, it was shown that
kidney mesangial cells produce endogenous soluble Gasl and release it to urine. Based on these
antecedents, we decided to evaluate the effect of recombinant soluble Gas1 in glioblastoma cells by using
nonviral gene therapy and determine the location of endogenous soluble Gasl in body fluids of the adult
rat. For the first objective, the neurotensin-polyplex (NTS-polyplex), a non-viral vector that transfers
genes via NTS receptor type 1 (NTSR1) endocytosis, was used. Interestingly, in the case of glioblastoma
cells, NTS-polyplex-mediated gene transfer was specifically carried out via NTS receptors type Il (NTSR2 /
vNTSR2) endocytosis, phenomenon that does not occur in healthy astroglial cells. Transfection of
recombinant soluble Gasl by NTS-polyplex significantly decreased cell viability in both the producer
culture and the receiver glioblastoma culture. These results support the nonviral system NTS-polyplex-
soluble Gas1 as a new therapy for glioblastomas. In the second objective, we demonstrate for the first
time the presence of endogenous soluble Gasl in the cerebrospinal fluid (CSF) of the adult rat and its
expression in the choroid plexus, the major producer of CSF. These results suggest that soluble Gas1 is
present in CSF and plays a physiological role in the central nervous system (CNS) through the glymphatic
system. Taken together, our results demonstrate the relevance of soluble Gas1 either the recombinant
form for its use in various models of cancer gene therapy or the endogenous one to exert a physiological

role in the CNS, function that remains to be elucidated by future studies.



3  ANTECEDENTES

3.1 Gasl

La proteina del arresto del crecimiento especifico 1 o Gas1 (Growth Arrest Specific 1), es una proteina de
345 aminoacidos, con peso molecular de 37 kDa, N-glicosilada y que se ancla a la membrana celular
externa por un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) [6]. El gen se aislé de fibroblastos que entran en la
etapa GO del ciclo celular cuando se les retiran los factores de crecimiento [7], el gen carece de intrones
y contiene un solo exdn [8]. La proteina tiene un dominio N-terminal hidrofébico, donde hay una
secuencia sefial que es requerida para guiar a Gas1 al reticulo endoplasmatico (R.E.) donde es cortada y
glicosilada. En su extremo C-terminal hidrofébico Gasl tiene una secuencia consenso donde se une el
GPI (glicosilfosfatidilinositol) [6]. Se ha reportado que Gasl es estructuralmente similar a la familia de
receptores del factor neurotrdéfico derivado de la glia (GDNF por sus siglas en inglés), a estos receptores
se les denomina GFRas. Cabe mencionar que la sefializacién llevada a cabo por la familia de ligandos de
GDNF (GFLs por sus siglas en inglés) y sus receptores esta asociada principalmente a la sobrevivencia y

mantenimiento de las neuronas [9].

Gasl se expresa en varios tejidos durante el desarrollo como son musculo esquelético, higado, corazény
en algunas zonas del SNC (cerebelo, hipocampo, entre otras) [10, 11]. Se le considera una proteina
pleiotrépica ya que ha mostrado tener diferentes funciones en distintos escenarios, por ejemplo durante
la embriogénesis su expresion ha sido asociada a proliferacién celular [5, 12] mientras que en el adulto y

en tumores se le ha asocia a arresto y muerte celular [13-15].

Se han realizado estudios con el fin de elucidar las vias de sefalizacidn en las que participa Gasl para
comprender mejor su accién pleiotrdpica. Gasl se asocia con la inhibicién de la sefializacién llevada a
cabo por los GFLs y sus receptores GFRa, por lo que se propone que por su similitud a los GFRa, Gasl

puede antagonizar el efecto mediado por los GFLs [4, 9, 16, 17], figura 1 a.

Otra via en la que se involucra a Gasl es la via mediada por Sonic hedgehog (Shh), que es una proteina
gue se secreta y se une a su receptor Patched (Patch) y de esta forma activa a Smoothen (Smo), un
receptor acoplado a proteina G. Asi se modula una cascada de sefializacién que activa a la familia del
factor de transcripcion Gliy por ende la regulacién de genes relacionados al desarrollo embrionario [18],
figura 1 b. Shh es esencial para el desarrollo del sistema nervioso central y se le asocia con el origen y
progresidon de diferentes tumores [10]. Primero se observé que Gasl se puede unir a Shh y que la
interaccion entre ambos produce un efecto antagdnico [19]. Contrariamente, trabajos recientes indican

gue hay un efecto cooperativo entre estas 2 moléculas en el desarrollo embrionario [18, 20].
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Figura 1. Esquemas de mecanismos moleculares de accién de Gasl. (a) Gasly la via de sefializacién
GDNF/GFRal. En ausencia de Gasl1 (lado izquierdo) el GDNF se une a su receptor GFRal que a su
vez fosforilay activa a RET lo que conlleva a la activacion de AKT que luego fosforila a Bad impidiendo

que se libere el citocromo-cy por ende que no se activen las caspasas. En presencia de Gasl1 (lado
derecho) se inhibe la fosforilacién de RET en la tirosina 1062 (Y1062) promoviendo que el citocromo-
c se libere de la mitocondria y se activen las caspasas, promoviendo apoptosis. (b) Gasl y la via de
sefializacion de Shh. En ausencia de Shh, Ptchl (receptor de Shh) inhibe constitutivamente a Smo
pero una vez que Shh se une a Ptch1 se inhibe el efecto inhibitorio que se tenia sobre Smo y se inicia
una cascada de sefializacion que culmina en la activacion del factor de transcripcién Gli el cual
promueve transcripcion de genes relacionados con proliferacién y supervivencia celular. Gasl se
puede unir a Shh y asi aumentar la sefializacidn de esta via. Imagenes modificadas de Zarco N. [4] y
de lzzi L [5]

3.2 Gasl, una proteina terapéutica

Se ha demostrado que la sobreexpresion de Gasl suprime la proliferacion celular en lineas celulares de
cancer de vejiga, cancer de pulmoén y de fibrosarcomas [21], ademas, se ha visto que promueve apoptosis
y arresto celular en modelos de gliomas murinos y en cultivos primarios de gliomas humanos [22-25].

Estos estudios demuestran que Gas1 es una proteina con potencial terapéutico contra el cancer.

3.3 Gasl soluble recombinante, una proteina con mayor efecto terapéutico

Una de las estrategias para obtener una distribucién mas completa y homogénea del agente terapéutico
es usar moléculas solubles que pueden ser liberadas por las células que expresen el transgén [26] y de

esta forma poder difundir en el tumor, mejorando el efecto del tratamiento. Cuando se modificé a Gasl



por ingenieria genética en su dominio C-terminal para que no se anclard a la membrana celular se

comprobé que la proteina se puede secretar y seguir manteniendo su funcionalidad [27].

En 2011 se comprobd que la forma soluble de Gasl recombinante (tGasl) promueve arresto celular y
apoptosis en la linea celular de glioma C6, tanto en las células donde se transfectd directamente a tGasl
(cultivo productor) como en las células a las cuales se les transfirié el medio condicionado con tGasl
(cultivo receptor). Se observd in vivo que los tumores que recibieron tratamiento de tGasl tenian una
reduccion en el tamafo de la masa celular, demostrando que Gas1 soluble es una mejor opcién para una

terapia contra gliomas [14].

3.4 Cancer

El cadncer es una de las enfermedades con mayor impacto en el mundo, en el 2007 se le atribuyeron 7.9
millones de muertes, lo que representa un 13% del total de las defunciones. Para el 2030 se estima un
incremento del 45% [28]. El cancer empieza cuando el numero de células incrementa fuera de lo normal
[29]. Estas células forman tumores, aquellos tumores que crecen sin invadir tejidos adyacentes se les ha
clasificado como benignos y los que invaden tejidos adyacentes y dan lugar a metastasis se les ha
denominado tumores malignos. La mayoria de los tumores se originan a partir de tejido epitelial,
denominados carcinomas [30]. El resto de tumores se originan de tejidos no epiteliales. Estos han sido

clasificados en 3 grupos [30]:

1) Los que se originan de tejido conectivo, el cual tiene origen del mesodermo. También
denominados sarcomas.

2) Aguellos que se originan de tejidos hematopoyéticos. Ejemplo: linfomas.

3) Los que se originan de aquellas células que forman varios componentes del sistema nervioso
central y periférico. Cominmente denominados tumores neuroectodermales. Ejemplo: gliomas.

3.5 Gliomas

Los gliomas son tumores del sistema nervioso central (SNC) que surgen de células derivadas de la glia. El
sistema nervioso tiene 2 tipos de células: las neuronas y las gliales. Las células gliales pueden ser
clasificadas en 3 tipos: astrocitos, oligodendrocitos y microglia [31]. Los diferentes tipos de tumores de
origen neuroepitelial han sido clasificados de acuerdo a los tipos celulares predominantes dentro de la

masa tumoral (Tabla 1) o por las modificaciones moleculares que presentan (Tabla 2). Por ejemplo, los



astrocitomas estan compuestos principalmente por células derivadas de astrocitos, el oligodendroglioma
por células derivadas de oligodendrocitos, entre otros mostrados en la tabla 1. Para la clasificacion
molecular se considera que los gliomas tipo 1 y tipo 2 tienen mutaciones en el gen que codifica para la
isocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH 1/2), el glioma tipo 1 tiene un buen prondstico mientras que el glioma
tipo 2 tiene un prondstico intermedio; el glioma tipo 3 no tiene mutaciones en IDH 1/2 y es el que tiene

el peor prondstico (Tabla 2) [32, 33].

Los gliomas han recibido una graduacién, en una escala del 1 al 4, segiin su malignidad. Los tumores de
grado 1 son benignos y pueden ser removidos quirdrgicamente; los de grado 2 son tumores de bajo grado
de malignidad pero no son curables solo por cirugia; los de grado 3 son tumores malignos y conllevan a
la muerte del individuo en pocos anos y los de grado 4 son altamente malignos, usualmente resistentes a

guimioterapia y radioterapia, ademas que son letales en un periodo de 9 a 12 meses [34].

Tabla 1. Clasificacion de tumores cerebrales de acuerdo a la OMS (modificada de Vescovi [35])

Tumor Astrocitico Tumor ependimal
e Astrocitoma pilocitico (grado 1) e Ependimoma
e Astrocitoma difuso (grado 2) Tumor mixto y neuronal
e Astrocitoma anaplasico (grado3) e Gangliocitoma
e Glioblastoma (grado 4) Tumor glial/neuronal
Tumor oligodendrial e Tumor neuroepitelial disembriopldsico
e Oligodendroglioma e Ganglioglioma
Glioma mixto
e OQiligoastrocitoma




Tabla 2. Clasificacion molecular de gliomas (modificada de Wen y Reardon[36])

Glioma Marcador Mutaciones Clasificacién Prondstico
Adicionales Histoldgica
Tipo | Mutaciones en IDH 1/2 TERT, CIC, FUBP1, Oligoastrocitoma Bueno
(80%) NOTCH 1
Tipo Il Mutaciones en IDH 1/2 TP53, ATRX Astrocitoma Intermedio
(80%)
Tipo llI Ausencia de mutaciones en TERT, EGFR, Glioblastoma Malo
IDH 1/2 (20%) CDKN2A, MDM4,
PTEN, NF1

Los astrocitomas son la forma mas comun de neoplasias primarias del SNC [37]. Dentro de los
astrocitomas el glioblastoma representa aproximadamente el 54% de todos los gliomas [38] y tiene la
mayor frecuencia de diagndstico de tumores cerebrales primarios, con una incidencia de 3 a 4 casos por
cada 100,000 habitantes [38]. Los glioblastomas primarios que ocurren de novo (ejemplo: sin evidencia
de un precursor menos maligno) son la mayoria (>90%) de los casos. Los glioblastomas secundarios que
aparecen tras la progresion de un astrocitoma de menor grado son generalmente mas frecuentes en

pacientes jovenes [39].

Los tumores primarios del SNC ocupan el séptimo lugar de incidencia en cancer en México, siendo el
glioblastoma el mas frecuente y mortal [40]. El glioblastoma es altamente agresivo y el mds maligno de
todos los gliomas, asociandolo a una sobrevivencia muy baja [41]. Las caracteristicas tipicas de la
enfermedad incluyen proliferacion celular, tendencia a necrosis, angiogénesis significativa, resistencia a

apoptosis y una amplia alteracién gendmica [42].

3.6 Patogénesis molecular del glioma

El cancer se produce por series de mutaciones genéticas y/o modificaciones epigenéticas que ocurren en
pocas o incluso en una sola célula fundadora. Ahora se sabe que la desregulacién de la expresién de
oncogenes, protooncogenes y la inactivacidn de genes supresores de tumores favorece la transformacion
maligna de células normales [40, 43]. Eventualmente estas células adquieren un potencial ilimitado e

incontrolable de proliferacién [44]. Dos modelos hipotéticos podrian explicar este fendmeno, el primero



es el modelo estocastico y el segundo el jerarquico. En el modelo estocastico se propone que todas las
células en un tumor tienen un potencial tumorigénico similar, en el cual su activacién es desincronizada
y con menor frecuencia en ciertas células [45]. Por otro lado, en el modelo jerarquico se propone que solo
un pequefio subconjunto de células dentro del tumor tienen capacidad significativa de proliferacién y la
particular habilidad de generar nuevos tumores y que el resto de las células del tumor son células en
diferenciacidn o totalmente diferenciadas [45]. El modelo jerdrquico se ajusta con la teoria de las células

troncales cancerigenas que actualmente estd apoyada por una plétora de observaciones [35].

Actualmente hay un debate sobre el origen de las células neurales troncales cancerigenas. Por una parte
se propone que las propias células troncales neurales pueden acarrear ciertas mutaciones que les
provoquen un proceso de transformacién hacia la gliomagénesis y por otro lado se propone que las
mutaciones genéticas promueven desdiferenciacién de células maduras como astrocitos u
oligodendrocitos y las convierten a un estado mucho mas inmaduro con propiedades similares a una

célula troncal [34].

Se han documentado varias vias de sefalizacion implicadas en la gliomagénesis, las cuales estan
involucradas en generar cambios en el ciclo celular, la apoptosis, el crecimiento, la sobrevivencia y la
migracion [34, 35, 37, 46, 47]. Algunas de las principales vias afectadas son las mediadas por p53 [48],
EGFR [34, 35], el receptor Notch [48], PTEN [49] y Wnt-Bcatenina [50], entre otras.

3.7 Neuropéptidos y sus receptores como factores de crecimiento para células cancerosas

Los neuropéptidos son mensajeros moleculares que regulan multiples funciones en el SNCy en la periferia
por medio de receptores en las células blanco, la mayoria de los cuales estdn acoplados a proteinas G. La
unién de estos neuropéptidos con sus receptores dispara la activacidn de diferentes vias de sefalizacidn
gue se ven involucradas en distintos procesos celulares [43]. A estos péptidos se les considera factores
de crecimiento potentes en células normales y ademas participan en la estimulacién autocrina y paracrina
favoreciendo la proliferacién y migracién de células tumorales [51]. Algunos neuropéptidos como la

bombesina, la sustancia P y la neurotensina tienen la capacidad de modificar el comportamiento bioldgico

de astrocitomas [51, 52].



3.8 Neurotensinay sus receptores

La neurotensina (NTS) es un neuropéptido de 13 aminodacidos que se descubrié en 1973 en el hipotalamo
de ternero [53]. Este neuropéptido esta ampliamente distribuido tanto en el SNC como en el periférico
[52, 54]. Se le ha descrito una funcién dual como neuromodulador en el SNC y como de hormona en la
periferia [55]. Las propiedades bioquimicas y farmacoldgicas de la neurotensina en el cerebro y en los
drganos periféricos han sido abundantemente documentadas. Entre los efectos generales con los que se
relaciona a la neurotensina se encuentran: actuar como neuromodulador de la transmisidn
dopaminérgica, ejercer potentes efectos analgésicos y producir hipotermia [56, 57]. En la periferia, la NTS
actia como modulador paracrino y endocrino del tracto digestivo y del sistema cardiovascular [55].
Después de que se demostrara que la neurotensina inducia crecimiento en tejidos normales, se propuso
su participacién en el crecimiento de tumores benignos [58]. Este efecto se extendié a células cancerosas
de diferentes origenes como son: pancreas, colon y préstata [59]. Dentro de los tumores del SNC se ha
visto que la neurotensina participa en la proliferacién celular de astrocitomas [60] y recientemente se la

ha implicado en la migracion de células de glioblastoma [52].

La actividad de la NTS es mediada por sus receptores especificos (NTSR por sus siglas en inglés).
Actualmente se conocen 4 tipos de receptores a NTS: el NTSR1 y NTSR2 de alta y baja afinidad
respectivamente que pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs por sus siglas
en inglés), mientras que el NTSR3 (sortilina/gp95) y el NTSR 4 (sorLA/LR11) no estan acoplados a proteinas
G y sdlo tienen un dominio transmembranal [61, 62]. Estos ultimos dos receptores se localizan en el
sistema nervioso y tejido adiposo, pero su papel fisioldgico no es claro aun [62]. En el SNCy en la periferia,
la mayoria de los efectos conocidos de la NTS son mediados a través del receptor a neurotensina de alta
afinidad o NTSR1, el cual es endocitado por la via de la clatrina después de la estimulacidn por su agonista
[63]. Se presume que el efecto carcinogénico mediado por la neurotensina se debe a la expresidon anormal
del NTSR1 [64]. La contribucion del complejo NTS/NTSR1 en la estimulacidn del crecimiento tumoral ha
sido reportado en varios estudios [65-67]. Datos clinicos han sido esenciales para identificar la expresién
del NTSR1 como un marcador de mal prondstico en células cancerigenas de mama, pulmén y carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello [58], ademads el “Cancer Gene Anatomy Project” considera al
NTSR1 como un marcador de tumores cancerosos primarios [68]. En cambio, la sobreexpresion del
receptor a neurotensina de baja afinidad o NTSR2 en células cancerigenas se ha reportado solo una vez

[69], pero poco o nada se sabe de su rol en la biologia del cancer.

Ademas de la importancia en la biologia del cdncer, el NTSR1 es importante desde el punto de vista

tecnoldgico debido a su propiedad de endocitarse al ser activado por su ligando la NTS, la cual es



aprovechada para realizar transferencia de genes terapéuticos en modelos animales de enfermedades
cancerosas [43, 70]. Esta propiedad biotecnoldgica se utilizd para la realizacion de esta tesis como se

abordara mas adelante.

3.9 Receptores a neurotensina en astrocitos y astrocitomas

Estudios autoradiograficos y electrofisioldgicos evidenciaron que los astrocitos en cultivos de explantes
de varias zonas del SNC de rata expresan receptores a neurotensina [71]. Afios mas tarde se identificaron
por microscopia electrénica sitios de unidn a neurotensina y se caracterizaron los receptores de alta
afinidad a NTS (NTSR1) principalmente en neuronas [72]. En el 2000 se demostrd que la neurotensina
regulaba el calcio intracelular en astrocitos a través de receptores funcionales a neurotensina, y por medio
de ensayos farmacolégicos se concluyd que el efecto era mediado por el NTSR1 [73]. También hay
reportes que demuestran la expresidn del receptor de baja afinidad a NTS (NTSR2) en astrocitos e incluso

se afirma que es mas comun encontrar la expresién del NTSR2 que el NTSR1 en este tipo celular [74, 75].

Los reportes respecto a la expresién de NTSR1 en astrocitomas son escasos. En 1999 se detectd al NTSR1
en el 43% de astrocitomas resecados quirdrgicamente de pacientes [76]. Recientemente se observé que
la neurotensina es capaz de participar en la migracidon celular de la linea U373 de glioblastoma, ademas
que se detectd el ARN mensajero del NTSR1 [52]. La evidencia sugiere que el complejo NTS/NTSR1
participa al menos en la regulacion intracelular de calcio en astrocitos y favorece la proliferacion y la
migracion de los astrocitomas. No hay reportes que indiquen la participacion del NTSR2 en la progresion

de los astrocitomas.

3.10 Terapia contra glioblastomas

Los tratamientos actuales contra glioblastomas incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia, aunque se
han hecho algunos avances en afios recientes los tratamientos siguen siendo paliativos para la mayoria

de los pacientes al no existir aiin una cura [41].

El tratamiento estdndar para pacientes con un diagndstico de glioblastoma consiste en la reseccion
quirargica de la masa tumoral, 6 semanas de radioterapia post cirugia junto con quimioterapia con el
agente alquilante temozolamida y enseguida 6 meses mas de tratamiento exclusivo con temozolamida

[38, 77].
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Actualmente se estan desarrollando y probando farmacos que actian sobre algunas proteinas especificas
gue participan en vias de sefializacion de glioblastomas, principalmente contra receptores que favorecen
ya sea angiogénesis, migracion o proliferacidn celular del tumor [38]. Aunado a estos avances, la terapia

génica ha surgido como alternativa para tratar enfermedades como el cancer.

3.11 Terapia génica

La terapia génica se define como la transferencia de material genético a células con el fin de tratar
enfermedades, incluyendo el cancer [78, 79]. El material genético puede ser transferido por medio de un
vector, el cual es el vehiculo usado para entregar la secuencia genética de interés a la célula [40, 80]. Los
principales vectores utilizados se agrupan en 2 tipos: los métodos fisicoquimicos (no virales) y los virales.
Al final de la transferencia génica, lo que se busca es modular la expresién de determinadas proteinas que
estdn alteradas o expresar proteinas con un efecto terapéutico conocido [81]. La transferencia de material
genético dentro de las células puede ser in vivo (cuando el gen es introducido directamente a las células
del paciente) o ex vivo (cuando el tejido es removido, manipulado in vitro con el material genético y las
células son reintroducidas al paciente) [80]. Al principio la terapia génica fue concebida como un
tratamiento contra enfermedades monogénicas, que son causadas por la mutacidn de un sélo gen [82].
Sin embargo en la actualidad el 64% de los protocolos de terapia génica pertenecen a tratamientos

contra el cancer [83].

3.12 Terapia génica en cancer

El enfoque que se tiene de la terapia génica contra el cadncer varia respecto a las enfermedades
monogénicas, ya que no se trata de modificar un solo defecto genético, la estrategia general que se utiliza
en cancer es la de manipular genéticamente a las células para concederles nuevas propiedades contra la
patologia oncolégica [40]. En la actualidad ya se han desarrollado diferentes estrategias de terapia génica

contra el cancer[80], como:

o Adicionar o restaurar genes supresores de tumores
o Eliminar el protooncogén defectuoso o proteinas estimuladoras de crecimiento tumoral
o Inducir un incremento en la inmunogenicidad de células tumorales

o Induccién de proteinas proapoptéticas
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3.13 Vectores para terapia génica

En la terapia génica contra el cdncer se emplean vectores virales y no virales [84]. Los virus son estructuras
gue han evolucionado durante millones de afios para introducir su material genético en las células que
infectan, es por eso que constituyen sistemas muy eficaces para transferir genes, ya que son capaces de
infectar una proporcion elevada de células diana [85]. Los vectores virales son actualmente los mas
utilizados en terapia génica contra el cancer, los mds empleados son: adenovirus, retrovirus, virus del
herpes simple y adeno-asociados [80]. Pero aunque los vectores virales han mostrado ser muy eficientes
para transfectar genes, su uso en la clinica se encuentra aun limitado debido a su toxicidad e

inmunogenicidad, una regulacidon complicada y su gran costo de produccidn a gran escala [86].

En el caso de vectores no virales, se han incorporado diversas tecnologias para mimetizar la capacidad de
los virus para transferir genes. La baja toxicidad e inmunogenicidad, falta de patogenicidad, el no haber
un limite en cuanto al tamafio de ADN que pueden transferir, su sencillez de preparar y de facil produccién
hacen a los vectores no virales una alternativa atractiva respecto a los virus [87]. Se han clasificado a los

vectores no virales en los siguientes grupos:

1. ADN desnudo, acarreador: no tiene
2. Lipoplex, acarreador: Lipido catidnico

3. Poliplex, acarreador: Polimero catidnico

3.14 NTS-poliplex

El poliplex de neurotensina (NTS-poliplex) es un sistema especifico de transferencia de genes a células
gue expresan e internalizan el NTSR1. Este sistema no viral consiste de una cadena de poli-L-lisina, NTS,
un péptido fusogénico (PF), un péptido cariofilico (PK) y un plasmido que contiene la secuencia codificante
de la proteina de interés (transgén) [70]. En la figura 2, se esquematiza la constituciéon del NTS-poliplex.
La NTSy el PF se unen a la poli-L-lisina de manera covalente mediante una reaccidn quimica, a esta fusion
de 3 componentes se le denomina acarreador de neurotensina. EI ADN plasmidico se une

electrostdticamente al acarreador de neurotensina y de igual manera el PK se une al plasmido.
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Figura 2. Representacion esquematica de la conformacién del NTS-poliplex.
Imagen modificada de Martinez-Fong D [3]

La descripcion de los componentes del NTS-poliplex son los siguientes:

NTS: Es una molécula de direccién que promueve la internalizacién del NTS-poliplex por medio de su
receptor de alta afinidad NTSR1 (receptor que segun la evidencia esta presente en la mayoria de tumores

malignos)[74, 88].

Poli-L-lisina: Es un polimero formado por la conjugacién de varios repetidos de lisina, lo que le da la

propiedad de ser un policatién [89] con capacidad para unirse al ADN electrostaticamente.

PF: Es un péptido de 22 aminoacidos que se obtiene del N-terminal de la hemaglutinina HA2 del virus de
la influenza, el cual es sensible al cambio del pH de los endosomas lo que le permite al NTS-poliplex

fusionarse a la bicapa lipidica y escapar del endosoma [90].

PK: Es un péptido de 21 aminodacidos que se obtiene de la proteina Vpl de la cdpside del virus 40
vacuolado del simio (SV40), este péptido contiene una sefial de localizacién nuclear [91], que favorece

gue el material genético sea transportado al nucleo.

Se ha comprobado que el NTS-poliplex tiene la capacidad de transfectar células cancerosas que expresan e
internalizan el NTSR1 tanto en modelos in vitro [90] como in vivo [92], ademas se ha demostrado que puede
transfectar genes reporteros y terapéuticos a través del torrente sanguineo en un modelo murino de
neuroblastoma [70]. Esta propiedad del NTS-poliplex es lo que determina su utilizacién en este proyecto
pues una de las perspectivas de este trabajo es la de desarrollar modelos de terapia génica no viral alternos

a los realizados con tGas1 y vectores virales.
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3.15 Gasl soluble endégeno

Una caracteristica comun de las proteinas ancladas por GPIl es que éstas se pueden encontrar en la
naturaleza tanto unidas a la célula como también en el espacio extracelular de forma soluble [93, 94]. Las
fosfolipasas Cy D (PLCy PLD) son las encargadas de liberar a las proteinas ancladas por GPI debido a que
realizan un corte en el grupo fosfato de la cadena del fosfatidilinositol (Pl) [94, 95]. En el caso de Gasl
solo existe un reporte que describe una forma soluble endégena que es secretada por las células
mesangiales del rifidn la cual mantiene sus propiedades biolégicas de promover arresto celular. En ese
mismo trabajo se reporta la presencia de Gasl soluble tanto en el suero sanguineo como en la orina de
la rata adulta [96], pero las funciones que Gasl lleva a cabo en estos fluidos corporales alin no se ha

podido dilucidar y se desconoce si Gas1 se encuentra en otros fluidos corporales.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Gasl es una proteina anclada a la membrana celular que puede promover tanto proliferacién celular en el
desarrollo embrionario como arresto celular en el adulto. Esta Ultima caracteristica promueve el que Gasl
sea empleada como una proteina terapéutica contra el cdncer. Ademds, se ha demostrado que se pueden
producir formas solubles funcionales de la proteina ya sea por ingenieria genética (recombinante) o de forma

natural (enddgena).

En el caso de Gasl soluble recombinante se ha demostrado que tiene un efecto inhibitorio sobre
glioblastomas en modelos de terapia génica viral. Los glioblastomas son los tumores primarios mds
frecuentes del SCN los cuales son muy agresivos y con un mal pronéstico. En la terapia génica viral los
vectores utilizados son virus los cuales son muy eficientes para transfectar, pero tienen ciertas desventajas
(toxicidad, regulacién, produccién costosa a gran escala, etc.) que ha conllevado a que se desarrollen

vectores alternativos no virales.

El NTS-poliplex es un vector no viral que puede transferir genes a células cancerigenas que expresan e

internalizan el NTSR1 y hay evidencia que sugiere la expresién de dicho receptor en células de glioblastoma.

Por los antecedentes mencionados se plantea utilizar el NTS-poliplex con la secuencia que codifica para el
fragmento soluble de Gas1 recombinante como un primer abordaje de terapia génica antitumoral no viral in

vitro.

Por otro lado se sabe de la presencia de Gasl soluble enddgeno en la orina y suero sanguineo de la rata
adulta, pero se desconoce su funcién y la presencia de dicha proteina en otros fluidos corporales. Debido a
esto, es de interés analizar la presencia de Gas1 soluble en otros fluidos corporales de la rata adulta, como
el liquido cefalorraquideo y buscar su fuente productora como un primer intento de entender la funcién de

Gasl soluble en el SNC.
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5

6

HIPOTESIS

Las células de glioblastoma expresan e internalizan a los receptores de neurotensina por lo que
pueden ser transfectadas con el NTS-poliplex y la secuencia que codifica para Gasl soluble

recombinante.

Gasl soluble enddgeno esta presente en el liquido cefalorraquideo y la fuente productora es el plexo

coroideo de la rata adulta.

OBIJETIVO GENERAL

Crear nuevas formas de transfeccion de Gasl soluble recombinante en modelos de terapia génica no viral y

generar nuevo conocimiento sobre la localizacién de Gas1 soluble endégeno en fluidos del SNC.

7

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar la presencia e internalizacion de los receptores a neurotensina

Demostrar la funcionalidad del NTS-poliplex en la transferencia génica a través de genes reporteros

en células de glioblastoma.

Transfectar y evaluar el efecto de Gas1 soluble recombinante en células de glioblastoma utilizando

al NTS-poliplex como vector no viral.
Observar en un modelo in vitro la expresion y liberacion de Gas1 soluble endégeno.
Demostrar la presencia de Gas1 soluble enddgeno en el LCR de la rata adulta.

Determinar el patron de expresion de Gasl en plexo coroideo, el principal productor del LCR.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Plasmidos

Se emplearon los siguientes plasmidos: El pEGFP-N1 (4.7 kpb) que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés; Clontech), el pLenti6.3/V5-GW/lacZ (10.8 kpb) que codifica
para la B-galactosidasa (Invitrogen) vy el pLenti6.3/TO/V5- tGasl (8.7 kpb) que codifica para tGasl de

humano, este fue previamente desarrollado en el laboratorio [97].

8.2 Lineas celulares y cultivos primarios

La linea celular C6 de glioblastoma de rata y la linea CHO/K1 de ovario de hamster se cultivaron con el
medio DMEM F-12K; la linea celular de neuroblastoma de ratén N1E-115 se cultivaron con el medio
DMEM HG sin piruvato de sodio; los cultivos primarios de astroglia de rata y la linea celular de fibroblastos
de raton NIH/3T3 se cultivaron con el medio DMEM HG. Los medios de cultivos se suplementaron con
10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico/antimicético. En el caso de la linea celular NIH/3T3 se les
retiré el medio cuando éstas alcanzaron una confluencia del 70-80% y eventualmente se les agregé medio
fresco bajo en suero (0.5%) o bien se les retiré el medio cuando éstas alcanzaron una confluencia del
100% y posteriormente se les agregd medio fresco (10% suero) con un tiempo de incubacién de 72 horas,
ambas condiciones se utilizaron como control positivo para la expresion de Gas1. Como control negativo
se decidid retirar el medio cuando el cultivo celular alcanzé una confluencia del 20-30% para agregarles
medio fresco alto en suero (30%) con un tiempo de incubacion de 6 horas. Todos los medios vy
suplementos fueron obtenidos de Gibco. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, en una atmosfera

con 95% de aire y 5% de CO,, con una humedad relativa del 95%.

8.3 Experimentos con animales

Todos los procedimientos en animales se realizaron de acuerdo a la actual legislacion mexicana NOM-
062-Z00-1999 (SAGARPA) vy de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
los institutos nacionales de salud de Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés) y por las pautas internas
del CINVESTAV. Se utilizaron ratas Wistar de edades comprendidas desde los dias posnatales 0, 2, 7 (PO,

P2, P7) hasta adultas (210-230 g). Las ratas se anestesiaron y sacrificaron por decapitacion, los cerebros
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e higados se removieron inmediatamente y las diferentes regiones se disecaron y seccionaron, en un plato
de vidrio frio bajo la guia de un microscopio, para su posterior andlisis por PCR, western blot y ELISA. Los
cultivos primarios enriquecidos de astroglia se obtuvieron a partir de la corteza cerebral de ratas de 2 dias
de nacidas y se prepararon como se describié previamente [98]: se expuso la masa cerebral y se
removieron las meninges para obtener las cortezas cerebrales las cuales se seccionaron y cortaron en
piezas pequenas para después depositarlas en 4 mL de medio DMEM HG para su posterior digestién con
1.25 mg/mL de tripsina (Invitrogen) durante 10 minutos. Después, el medio se reemplazé por medio
fresco y las células se disgregaron suavemente con una punta de pipeta de 5 mL. La suspensién celular
se filtré por un colador de nylon con poros de 40 um (BD Biosciences) para después ser sembradas en
cajas Petri cubiertas con 10mg/mL de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Las células se mantuvieron sembradas
en medio DMEM HG suplementado en la mismas condiciones que las lineas celulares. Para los ensayos
de inmunofluorescencia, se disecaron los cerebros de las ratas PO y P7 y se incubaron en
paraformaldehido (PFA) 4% toda la noche. A las ratas adultas se les inyectd una sobredosis de
pentobarbital (80 mg/kg) y posteriormente se perfundieron intracardialmente con solucién salina y PFA
4%. El cerebro y el higado se incubaron con PFA durante 24 horas y se mantuvieron en sacarosa al 20% a

4°C.

Extraccion de ARN y RT-PCR

El ARN total de las células o del tejido se aislé usando el reactivo Trizol (Invitrogen). En resumen, 5 pg de
ARN total se traté con ADNasa | (Biolabs) para ser transcrito en reversa con la enzima reverso
transcriptasa  SuperScriptll  (Invitrogen) utilizando un oligo especifico para el NTSR1
(5"GCTGACGTAGAAGAG3’) o 50 pmol de oligo dT, después se amplificaron 2ul de ADNc por PCR. Se
utilizaron seis pares de oligos sentido y antisentido. El primer par (5'GCTGACGTAGAAGAG3’ y
5'GGCAGCCAGCAGACCACAAA3’) permitio la amplificacion del fragmento de ADNc del NTSR1 con un
tamafio predicho de 620 pb. El segundo par (5 GAGCTGTGCGCCTACGCCAC3" vy 5’
GGCATGGTACGGCAGCCA3’) permitid la amplificacion de dos fragmentos de ADNc con tamafios predichos
de 600 pb para el NTSR2 y de 418 pb para la isoforma corta de dicho receptor (vNTSR2). El tercer par
(5'CAGCTCCTGGAGTCTGTGCT3  y 5'GAGTATGT AGGGTCTTCTGGGTT3’) permitid la amplificacion del
ADNCc de la NTS con un tamafio predicho de 438 pb [99]. El cuarto par (5 "ACGCAGGCCTCGAGCAGCTTG3’
y 5'CTGTGCCTGCTGCTGGCGATGC3’) permitié la amplificacion del fragmento de ADNc de Gas1 humano
con un tamafio predicho de 604 pb [97]. El quinto par (5‘GACCCCGTTTGCCTGTTTTC3' vy
5‘CAGTGCTCCCGATCATCTCC3’) permitio la amplificacidn del fragmento de ADNc de Gas1 de rata con un
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tamafio predicho de 157 pb. El sexto par amplificé el fragmento de ADNc de B-actina (377 pb)

previamente descrito [14].

8.4 Formacion de las nanoparticulas del NTS-poliplex

Los procedimientos detallados para la sintesis del acarreador de NTS para la posterior formacion de las
nanoparticulas del NTS-poliplex se han descrito previamente [100, 101]. En resumen, las nanoparticulas
del NTS-poliplex resultan a partir de la compactacion de un plasmido de ADN (pDNA por sus siglas en
inglés) con el péptido cariofilico (PK) Vp1 SV40 (SynPepCorp) y con el acarreador de NTS por medio de
uniones electrostaticas. El acarreador de NTS es un conjugado de poli-L-lisina, NTS (Sigma-Aldrich) y un
péptido fusogénico (PF) HA2 derivado de la hemaglutinina (SynPep) que se enlaza entre si de manera
covalente [90, 100]. Se usaron los criterios de micro ensayos de retardo y retencién [90] para determinar
la razén molar éptima entre el plasmido a usar, el PK y el acarreador de NTS, las cuales fueron: 6 nM de
PEGFP-N1: 6 uM de PK: 162 nM de acarreador de NTS; 6 nM de pLenti6.3/TO/V5-tGAS1: 6 uM de PK: 234
nM de acarreador de NTSy por ultimo 6 nM de pLenti6.3/V5-GW/lacZ: 6 uM PK: 234 nM de acarreador

de NTS, resultados de tesis de maestria [102].

8.5 Entrega de genes utilizando el NTS-poliplex

Los experimentos de transfeccidn e internalizacién se realizaron en células con una confluencia del 70-
80% que se sembraron en cubreobjetos de vidrio (12 mm didmetro) tratados con poli-lisina y montados
en platos de 24 pozos. El NTS-poliplex marcado con yoduro de propidio (Pl por sus siglas en inglés) y el
plasmido acarreado pEGFP-N1 se usaron para los ensayos de internalizacién y bloqueo farmacoldgico,
previamente descritos [90, 103]. Para los ensayos de internalizacidn, las células de glioblastoma C6 y las
células de astroglia se incubaron durante 15 minutos con el NTS-poliplex marcado con PI. Se llevd a cabo
un ensayo de bloqueo farmacolégico usando 10uM de levocabastina (Sigma-Aldrich), un agonista no
peptidico del NTSR2, 30 minutos antes y durante 15 minutos de la incubacién del NTS-poliplex marcado
con Pl para determinar si la internalizacién del NTS-poliplex procedia por medio de los receptores NTSR2.
Al final de la incubacidén las células se lavaron tres veces con amortiguador de sales de fosfatos (PBS por

sus siglas en inglés) y procesadas para su marcaje en inmunofluorescencia.

La expresion de la GFP en las células C6 y las células de astroglia se evalud 36 horas después de su

exposicidén con el NTS-poliplex acarreando el plasmido pEGFP-N1. Se repitié el mismo procedimiento para
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observar la expresidn de la B-galactosidasa en las células C6 utilizando el plasmido pLenti6.3/V5-GW/lacZ.
Las células expuestas solamente con el complejo PK-pDNA (en ausencia del acarreador de NTS) se
consideraron como control negativo tanto de la internalizacién como de la expresién de genes reporteros.

Al final, las células se procesaron para inmunofluorescencia como se describe mas adelante.

8.6 Expresion de Gasl recombinante y B-galactosidasa

Las expresion de Gasl recombinante se evalud en los sobrenadantes de los cultivos celulares utilizando
un ELISA de Gas1 de humano DuoSet siguiendo el protocolo del fabricante (R&D Systems). Se llevé a cabo
la tincion de X-gal para evaluar la expresién de la B-galactosidasa [104] en las células C6 transfectadas con
el NTS-poliplex. Las células positivas a B-galactosidasa (azul por tincion de X-gal) se contaron utilizando

microscopia de campo claro.

8.7 Viabilidad celular

Se realizé un ensayo de reduccion de sales de tetrazolio (MTT por sus siglas en inglés) [23] para determinar
el efecto sobre la viabilidad celular mediado por la expresién de tGas1 en las células C6. Se sembraron
20,000 células C6 en platos de 24 pozos, para después ser transfectadas con el plasmido pLenti6.3/TO/V5-
tGasl o el plasmido pLenti6.3/V5-GW/lacZ utilizando el NTS-poliplex. Treinta y seis horas después se
evaluaron las células viables midiendo la conversién de las sales de tetrazolio (MTT) a formazan. La

absorbancia se leyé a 595 nm utilizando un lector de microplacas automatizado (BioRad).

8.8 Efecto del medio condicionado con tGas1

Se colectaron los medios condicionados de las células C6 previamente transfectadas con el NTS-poliplex
y los plasmidos que codifican para tGas1 y B-galactosidasa a las 36 horas. Los medios fueron centrifugados
y filtrados en poros de 0.22 um (Millipore), rapidamente, estos medios condicionados se agregaron a
cultivos celulares de C6 independientes (no transfectados) los cuales estuvieron expuestos a los medios
condicionados durante 36 horas para su posterior evaluacién de viabilidad celular, previamente descrita

[14, 97, 105], utilizando la técnica de MTT.
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8.9 Inmunofluorescencia en células y tejido

Las células C6 y las células de astroglia se fijaron con 4% de PFA y lavaron tres veces con PBS. Las células
C6 no se permeabilizaron y se tifieron directamente con faloidina Alexa fluor 488 (Invitrogen). Los cultivos
primarios de astroglia se permeabilizaron una vez con PBS Triton X-100 (PBS-T) al 0.05% durante 5
minutos, se lavaron dos veces con PBS, se pre incubaron con PBS conteniendo 10% de suero normal de
caballo (NHS por sus siglas en inglés) durante 30 minutos y se lavaron de nueva cuenta con PBS para su
posterior incubacién toda la noche a 4°C con el anticuerpo de la proteina acida fibrilar glial (GFAP por sus
siglas en inglés; 1:1000; Dako) diluido en PBS con 1.5% de NHS. Después de lavar tres veces con PBS, el
anticuerpo primario se reveld con un anticuerpo secundario anti burro conjugado a un fluoréforo Alexa
488 (diluido 1:2000; Invitrogen) y se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo,
ambos tipos celulares se contra tifieron con Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) y se montaron en
portaobjetos de vidrio usando Vectashield para su posterior examinacidon por microscopia confocal. Para
los tejidos se utilizaron cortes coronales congelados de cerebro e higado de 20 um de grosor que se
colectaron en un criostato y se preservaron a -70°C. Las rebanadas se permeabilizaron con PBS-T 0.2%
durante 1 h y posteriormente se incubaron con una solucion de bloqueo (BSA 1% y PBS-T 0.2%) durante
1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron a 4°C toda la noche en solucion de
bloqueo, utilizando los siguientes anticuerpos: cabra anti-Gas1 de ratén (1:50; R&D), ratén anti-Claudina-
2 (1:100; Invitrogen), raton anti-RECA-1 (1:100; Hylcut Biotechnology), conejo anti-NG2 (1:100; Millipore)
y un ratén anti-a-SMA (1:100; Invitrogen). A continuacion, las rebanadas se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios: anti-cabra Alexa 594 (Life Technologies), anti-
ratén Alexa 488 (Life Technologies) y anti-conejo Alexa 488 (Life Technologies) para la deteccién de los
anticuerpos primarios. Después de lavar, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio
utilizando Vectashield con DAPI para tefiir los nucleos. Durante el periodo de incubacion con los
anticuerpos primarios se tuvieron unas muestras en las que se omitieron uno o ambos anticuerpos
primarios para verificar la ausencia de reaccion cruzada de los anticuerpos secundarios. Las imagenes de
confocal se capturaron con un microscopio confocal de laser Leica TCS SP8 (Leica Microsystems)
utilizando los objetivos 20X, 40X y 63X. Las imdagenes se adquirieron simultdneamente para ambos
fluordforos (Alexa 488 y Alexa 594). Todas las imagenes se presentaron como proyeccion maxima a
excepcion de los cortes ortogonales (corte individual) y se procesaron en el software LAS AF Lite versidn

2.3.0.
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8.10 Activacion de ERK 1/2

Las células C6 y las células de astroglia se cultivaron hasta que tuvieron una confluencia de
aproximadamente el 70% en medio DMEM libre de suero durante toda la noche para después ser
estimuladas por varios intervalos de tiempo (0-60 minutos) con NTS (0.1 uM) a 37°C con medio libre de
suero. En experimentos similares la células C6 se incubaron de igual manera con levocabastina (0.1 uM)
por diferentes intervalos (0-60 min) a 37°C en medio libre de suero. En otros experimentos las células C6
se pre incubaron en ausencia o presencia de sacarosa (0.45 M), para inhibir la endocitosis [106], durante
30 minutos antes de la estimulacién con NTS (10 minutos) co-incubada con sacarosa. Todas las reacciones
previas se detuvieron aspirando el medio del cultivo celular y lavando con PBS frio, posteriormente las

células se lisaron a 4°C.

8.11 Western Blot

La extraccidn de proteina total se realizé utilizando un amortiguador de lisis con un inhibidor de proteasas
Complete (Roche Diagnostic) en el que el extracto celular o tisular se centrifugd a 8,000 g durante 15
minutos a 4°C y el sobrenadante se almacend hasta su utilizacion. Para la deteccion de ERK 1/2 se
utilizaron 20 pg de proteina total para su posterior separacidn en geles SDS-PAGE al 12% y su sucesiva
transferencia a membranas de nitrocelulosa las cuales se bloquearon por 1 hora a temperatura ambiente
en un amortiguador de sales de Tris (TBS por sus siglas en inglés) con leche al 5% y 0.1% de Tween,
posteriormente se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente con el anticuerpo de ratén
contra ERK 1/2 fosforilado (1:2000; Cell Signaling) o con el anticuerpo de conejo contra ERK 1/2 total
(1:2000; Cell Signaling). La deteccidn se realizd con los anticuerpos anti ratén o anti conejo conjugados
con peroxidasa (1:5000; Jackson ImmunoResearch); se utilizé el sistema ECL (Roche Diagnostics) para la
deteccion de los anticuerpos secundarios. Para la deteccidén de Gasl de ratdn y rata se utilizaron 5 y 50
ug de proteina total de extracto celular y de cerebro respectivamente. A continuacidn, la separacion de
proteinas se realizdé en geles de SDS-PAGE (12%) y se transfirieron a membranas de PVDF para la
subsecuente deteccion de Gasl utilizando el anticuerpo de cabra anti- Gasl de raton (1:500; R&D),
posteriormente se utilizd un anticuerpo de conejo anti-cabra (1:5000). Se detecté B-Actina como control
de carga [107]. Las imagenes se capturaron digitalmente con el BioDoc-It Imaging System (UVP). Los
valores de la razones de las densitometrias tanto de los niveles de ERK 1/2 fosforilada y los niveles de ERK

1/2 total como los de Gas1 y B-Actina se determinaron utilizando el software ImageJ 1.50i (NIH).
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8.12 Obtencidn de fluidos corporales

Para obtener la orina se introdujeron ratas adultas en cajas metabdlicas durante 24 h y se colectd la orina
libre de heces, como se describié previamente [96]. Para la obtencidn del plasma sanguineo los animales
se anestesiaron con pentobarbital y con una jeringa #18 se recolectd la sangre a partir del ventriculo
izquierdo del corazén, después se le agregd EDTA como anticoagulante y se separd el plasma sanguineo
por centrifugacidon [108]. El liquido cefalorraquideo (LCR) se colecté a partir de la cisterna magna
siguiendo técnicas previamente descritas [109-111]. En resumen, se anestesiaron los animales con
ketamina (66 mg/kg) y xilacina (13 mg/kg), después se les realizé una incision en la base del craneo hasta
exponer la duramadre y observar la vasculatura de la piamadre junto con el espacio subaracnoideo donde
se insertd una capilar. Por diferencias de presion el LCR fluyé fuera del espacio subaracnoideo, ademas
se succiond mas LCR con una jeringa conectada al capilar permitiendo obtener volimenes aproximados

de 200 pl de LCR. Todos los fluidos se almacenaron a -20°C hasta su subsecuente andlisis por ELISA.

8.13 Medicién de la concentracién Gasl soluble enddgeno

Las concentraciones de Gasl en los sobrenadantes de los cultivos celulares, de los lisados tisulares y de
los fluidos corporales se determinaron utilizando un ELISA de Gas1 de ratén DuoSet siguiendo el protocolo
del fabricante (R&D Systems). No fue necesario hacer diluciones para los fluidos corporales para realizar
los ensayos de ELISA. Se utilizaron medios frescos con diferentes concentraciones de suero fetal bovino

(0.5, 10 y 30%) como controles negativos de los medios condicionados de las células NIH/3T3.

8.14 Inmunoprecipitacién

Se colectd el medio condicionado de las células NIH/3T3 que previamente estaban a una confluencia del
100% y que fueron incubadas con medio (10% suero) hasta 72 h. Posteriormente, el medio se centrifugg,
se filtré en poros de 0.22 um (Millipore) y se concentré hasta 10 veces (10X) utilizando un Centricon
(Millipore) con un tamafio de poro de 10,000 Da (NMWL por sus siglas en inglés). Los lisados celulares y
los medios condicionados concentrados se clarificaron durante 3h con la proteina agarosa A (Roche
Diagnostic) a 4°C, después las soluciones se centrifugaron y los sobrenadantes se transfirieron a tubos
nuevos para incubarse 3h con el anticuerpo de cabra anti-Gasl de ratén (R&D Systems) o con el

anticuerpo de cabra anti-SOX-2 (Santa Cruz) el cual se utilizd6 como control negativo de la
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inmunoprecipitacion. Nuevamente se agregd proteina agarosa Ay se incubd a 4°C toda la noche, al final
la proteina agarosa A se procesd de acuerdo al protocolo del fabricante (Roche Diagnostic) y las muestras

inmunoprecipitadas se analizaron por western blot.

8.15 Analisis estadistico

Se utilizé el software GrapPad Prism (version 5.0). Todos los valores representan la media + SEM. La
diferencia entre la cinética de activacion de ERK 1/2 entre las células C6 y células de astroglia se analizé
aplicando un ANOVA de dos vias. Para el resto de los experimentos, |la diferencia entre los grupos fueron
analizados aplicando un ANOVA de una via. Cuando el ANOVA arrojé una diferencia significativa se realizé
una comparacion entre las medias usando una prueba post hoc de Bonferroni. Se considerd significativo

una P < 0.05.
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9 RESULTADOS

9.1 Expresion del NTSR2 y del vNTSR2 en los cultivos primarios de astroglia y en las células de
glioblastoma C6

Se realizaron ensayos de RT-PCR en cultivos primarios enriquecidos de astroglia y de células de
glioblastoma C6 con en el fin de evaluar la expresidén de la NTS y de sus receptores putativos tipo GPCR
(Figura 3). Los oligos respectivos para los NTSR2 amplificaron 2 bandas, una de 600y otra de 418 pb tanto
en las células de astroglia como en las C6. Ambas bandas corresponden con las variantes NTSR2 y vNTSR2
amplificadas también en el cerebelo de rata (control positivo) [112, 113]. No se detecté ninguna sefial en
los dos tipos celulares usando los oligos del NTSR1, sin embargo, si se detectd un fragmento amplificado
de 620 pb en las células N1E-115 (control positivo) [92]. Las células CHO fueron utilizadas como control
negativo tanto para el NTSR1 como para los NTSR2 [114]. Finalmente, tampoco se observé una seial
correspondiente a la NTS (438 pb) ni en las células de glia ni en las C6, pero si se detectd dicho fragmento
en la células HT29 (control positivo) [115]. Una sefial de la banda correspondiente a B-actina fue
detectada en todos los extractos. Cabe mencionar que se obtuvo un cultivo celular enriquecido de células

de astroglia con un 96% de células positivas a GFAP (Figura 4).

NTSRI NTSRE WTS
b MPM __ N1E CHO C6  Glia _ MPM CEREB CHO C6  Glia MPM HT-20 C6  Glia
850
500
400
500
400
300

Figura 3. Expresion de los ARNm de NTSR2 y vNTSR2 en células de astroglia y células de glioblastoma C6. Geles
representativos mostrando los productos de RT-PCR para el NTSR1 (620 pb), el NTSR2 (600 pb), el vNTSR2
(418 pb), la NTS (438 pb) y B-actina (377 pb). Las células N1E-115, el cerebelo y las células HT29 se utilizaron
como controles positivos como se observa en los encabezados. Las células CHO se utilizaron como control
negativo. MPM= marcador de peso molecular
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Figura 4. Cultivo celular enriquecido de
astroglia. El citoesqueleto se tifié contra GFAP
en rojo. Los nucleos se contratifieron en azul
con Hoechst 33258. Barra de calibracion 50 um

9.2 Internalizacion del NTS-poliplex en las células C6

Las células se incubaron con el NTS-poliplex marcado con Pl en presencia o ausencia de levocabastina con
el fin de determinar la internalizacidon de la NTS por medio de los receptores NTSR2. Después de 15
minutos de incubacién con el NTS-poliplex marcado con Pl los andlisis de microscopia confocal muestran
puntos de Pl dentro de las células C6 (Figura 5 a-d). La fluorescencia del Pl estuvo ausente en las células
C6 que fueron pre y co-incubadas con levocabastina (10pM), un agonista no-peptidico especifico de los
NTSR2 [116, 117] (Figura 5 e-h), confirmando que los NTSR2 estdn mediando la internalizacidén de la NTS
como se ha mostrado previamente [113]. Experimentos similares se llevaron a cabo en cultivos primarios
de células de astroglia. Las células positivas a GFAP incubadas con el NTS-poliplex marcado con PI
mostraron puntos rojos solo en la periferia de la célula, este resultado muestra que no se lleva a cabo la
internalizacién de los receptores NTSR2 en las células gliales (Figura 5 i-I). Ademas, no se detectd
fluorescencia de Pl cuando las células de astroglia fueron pre y co-incubadas con levocabastina (Figura 5
m-p). Esto confirma que las células de astroglia no pueden internalizar a la NTS por medio de sus
receptores NTSR2 y vVNTSR2, como se habia demostrado previamente [74, 103]. Por otra parte, en
ausencia del acarreador de NTS no se detecté marca de PI ni en las células de astroglia ni en las células

C6 (Figura 6), confirmando que es necesario el acoplamiento de la NTS al poliplex para que pueda
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interactuar con las células por medio de los NTSR2 ya que ninguna poblacidn celular expresa al NTSR1.
Estos resultados muestran que las células de glioblastoma C6 son capaces de internalizar al NTS-poliplex

por medio de los receptores NTSR2.

MNicleos Citoesqueleto NTS-poliplex-Pl Sobreposicién

Astroglia (-)Levo C6 (+)Levo C6 (-)Levo

Astroglia (+)Levo

Figura 5. Internalizacién del NTS-poliplex en las células de glioblastoma C6. Micrografias representativas de
secciones horizontales de microscopia confocal en células C6 incubadas con el NTS-poliplex marcado con PI
en ausencia (a-d) o presencia (e-h) de levocabastina; cultivos primarios de astroglia incubados con NTS-
poliplex marcado con Pl en ausencia (i-l) o presencia (m-p) de levocabastina. El citoesqueleto se tifio con
faloidina en las células C6 y con GFAP en las células de astroglia. Levo = levocabastina. Los nucleos se tifieron
con Hoechst 33258. Las cabezas de flechas indican puntos fluorescentes de PI. Barra de calibracion 25 um
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. -
Figura 6. Ausencia de internalizacion del poliplex sin el acarreador de NTS. El citoesqueleto se tifio con

faloidina en las células C6 (a-d) y con GFAP en las células de astroglia (e-h). Los nucleos se contratifieron con

Hoechst 33258. Barra de calibracion 25 pum

Astroglia

9.3 Activacion de ERK 1/2 inducida por los receptores NTSR2 y vNTSR2 en las células C6

Las células de astroglia y C6 se estimularon con NTS (0.1 uM) por periodos que van desde 0 hasta 60
minutos para determinar si el NTSR2 y el yYNTSR2 expresados endégenamente estan acoplados a la via de
sefializacion de ERK 1/2. Los analisis de western blot sobre la fosforilacion de ERK 1/2 mostraron que la
NTS incrementd el nivel de fosforilacién de ERK 1/2 en las células de glioblastoma C6 y que esta
fosforilacién fue robusta a partir de los 5 minutos post estimulacion, alcanzé un pico maximo a los 10
minutos y se mantuvo activada hasta los 15 minutos (Figura 7 a, c). También, se observd una activacion
significante de ERK 1/2 desde los 5 hasta los 15 minutos después de la estimulacion con levocabastina
(0.1uM) (Figura 8 a, b), un ligando especifico de los NTSR2 que activa a ERK 1/2 [112-114], lo que
demuestrd que la activacién de ERK 1/2 en las células C6 es mediada por los receptores NTSR2 y vNTSR2.
Por otro lado no hubo fosforilacion de ERK 1/2 en las células de astroglia durante los mismos periodos de
estimulacion con NTS (Figura 7 b, c). Este resultado es intrigante ya que indica que los receptores NTSR2
y VNTSR2 de las células sanas de astroglia no estan acoplados a la via de sefializacion de ERK 1/2 aunque

sean los mismos receptores expresados que en las células de glioblastoma C6.
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9.4 La activacion de ERK 1/2 requiere de la internalizacidn de los receptores NTSR2 y vVNTSR2

Las células C6 se pre incubaron en presencia o ausencia de sacarosa (0.45 M) y se estimularon durante 10
minutos con NTS (0.1 uM) para determinar si la internalizacion de los receptores NTSR2/vNTSR2 inducida
por ligando es necesaria para activar ERK 1/2. En ausencia de sacarosa la NTS dispard la activacion de ERK
1/2 pero en presencia de sacarosa el efecto de la NTS sobre ERK 1/2 se abolié completamente (Figura 7
d, e). Esto confirmd que la internalizacion de los receptores NTSR2/vNTSR2 es necesaria para la activaciéon

de ERK 1/2.
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Figura 7. Participacion de los receptores NTSR2 y vNTSR2 en la activacion de ERK 1/2 dependiente de la
internalizacién de NTS en las células de glioblastoma C6. Western blot representativo de las células C6 (a) y
de astroglia (b) mostrando los niveles de fosforilacion de ERK 1/2 (paneles superiores) y de ERK 1/2 total
(paneles inferiores) después de la estimulacién con la NTS (0.1 uM) de 0 hasta 60 minutos. (c) Andlisis
densitométrico de la activacién de ERK 1/2 en las células de glioma C6 (puntos) y células de astroglia
(cuadrados). UA = Unidades arbitrarias de la razon entre ERK 1/2 fosforilado y ERK 1/2 total. (d)Western blot
representativo de las células C6 pre incubadas por 30 minutos con o sin de sacarosa (SAC) 0.45 M seguida por
la incubacion de la NTS durante 10 minutos (0.1 uM); panel superior = ERK 1/2 fosforilado; panel inferior =
ERK 1/2 total. (e) Analisis densitométrico de la activacion de ERK 1/2. Los valores representan las medias *
SEM de tres experimentos independientes. * P < 0.05; *** P <0.001 comparado con los controles de células
de astroglia (c) o células sin tratamiento (e). Los analisis densitométricos fueron analizados por un ANOVA de
dos vias (c) o de una via (e) para su posterior prueba post hoc de Bonferroni
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Figura 8. Efecto de la levocabastina (0.1 uM) en la fosforilacion de ERK 1/2 en las células C6. (a) Panel superior
= ERK 1/2 fosforilado; panel inferior = ERK 1/2 total. (b) Analisis densitométrico. Los valores representan las
medias + SEM de tres experimentos independientes. * P < 0.05; *** P < 0.001 comparados con los controles
de células sin tratamiento.

9.5 Expresién de genes mediados por el NTS-poliplex

Se procedid a usar al NTS-poliplex para determinar si este vector no viral es capaz de transfectar a las
células de glioblastoma C6. Las células C6 expresaron a la GFP 36 horas después de su incubacion con el
NTS-poliplex acarreando al plasmido pEGFP-N1 (Figura 9 a-c). Como era de esperar, no hubo expresion
de la GFP en células sanas de astroglia (Figura 9 d- f) al no ser capaces de internalizar al NTS-poliplex
marcado con PI. Este resultado no solo demuestrd que la transfeccién en células C6 es mediada por los
receptores NTSR2/vNTSR2 sino que también indicé la selectividad del NTS-poliplex para transferir genes

a las células de glioblastoma C6 y no asi a las células sanas de astroglia.
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Figura 9. Transfeccion de las células de glioblastoma C6 con el NTS-poliplex. Micrografias

Cé6

Astrogli

representativas de microscopia confocal de células C6 (a-c) y de células de astroglia (d-f) 36 horas
después de la exposicidn con el NTS-poliplex acarreando al plasmido pEGFP-N1. El citoesqueleto
se tifio con faloidina en las células C6 y con GFAP en las células de astroglia. Barra de calibracidn
25 pm

9.6 Expresidony efecto de Gas1 soluble recombinante utilizando al NTS-poliplex como vector

Se decidié transfectar un agente pro-apoptético aprovechando la transfeccidn especifica del NTS-poliplex
en células de glioblastoma. Se transfirié un pldsmido que codifica para una forma soluble de Gasl de
humano, denominada tGas1, por medio del NTS-poliplex. Los analisis de RT-PCR mostraron la expresion
de tGasl (604 pb) en las células C6 transfectadas con el plasmido (pLenti6.3/TO/V5-tGAS1) que contiene
a tGasl, no asi en las células C6 sin transfectar (Figura 10 a). Se detect6 a la proteina secretada de tGas1
en el medio condicionado de las células C6 transfectadas (218 + 14 pg/mL) utilizando un ensayo de
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA pos sus siglas en inglés) especifico para Gas1; en cambio no se
detectd a tGasl en los medios condicionados controles (Figura 10 b). Con el fin de evaluar la viabilidad
celular se decidié emplear como controles a las células C6 sin transfectar y aquellas transfectadas con la
secuencia codificante para B-galactosidasa (NTS-poliplex acarreando el plasmido pLenti6.3/V5-GW/lacZ).
Después de la transfeccidén de tGasl, los ensayos de MTT mostraron que la viabilidad celular disminuyo

un 44 £+ 3 % en las células C6 al ser comparadas con los controles (Figura 10 c). Se aprecié una reduccidn
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minima en la viabilidad celular pero significativa cuando se transfecté el plasmido que codifica para B-
galactosidasa, esto se pudo deber a que el mismo proceso de transfeccion puede inducir un insulto a las
células como ya se ha descrito anteriormente con vectores no virales [118, 119] (Figura 10 c). La viabilidad
celular también disminuyd en un 28 + 0.6 % en los cultivos celulares receptores, es decir, cultivos
independientes de células C6 que no fueron transfectadas directamente pero que si recibieron el medio
condicionado de células transfectadas y productoras de tGas1 (Figura 10 d). La tincién de X-gal demostré
la expresion efectiva de B-galactosidasa (~13 %) en las células C6 (Figura 11). Estos datos indican la

factibilidad de transferir selectivamente transgenes terapéuticos a células de glioblastoma por medio del

NTS-poliplex.
a b 300 4
pb MPM HO CE(+) C6(-) pDNA ® ok k
850 - =
=
:gg <tGast E 2004
o
400 =2
500 e
400 . = 100
300 4 fi-actin (o]
200
[V — [ : 1| . | .
Medic Control Lac-Z (Gas?
c 150 - il d 150
— ~
& — &
- 100 4 = 100 ~
‘E .E ® & %
F 3
| 50 S & 50+
- >
u ] ] L] n L] L] L)
Control Lac-£ tGas1 Control Lac-Z tGast

Figura 10. Efecto de la expresion de tGas1 en la viabilidad celular de las células C6. (a) Geles representativos
mostrando los productos de RT-PCR para tGasl (604 pb) y para B-actina (377 pb) 36 horas después de la
exposicion con NTS-poliplex acarreando al plasmido que codifica para tGasl. MPM = marcador de peso
molecular; C6 (+) = células transfectadas; C6 (-) = células sin transfectar; pDNA = plasmido pLenti6.3/TO/V5-
tGAS1. (b) Niveles de la proteina de tGas1 evaluados por ELISA en el medio condicionado. Medio= DMEM F-
12K; control = medio condicionado de células sin transfectar; Lac-Z = medio condicionado de células
transfectadas con Lac-Z; tGasl = medio condicionado de células transfectadas con tGasl. (c) Viabilidad celular
utilizando el ensayo de colorimetria por MTT a las 36 h en células C6 (productoras) después de la transfeccion
con el plasmido pLenti6.3/TO/V5-tGAS1 o (d) en células C6 (receptoras) después de su exposicidon con medio
condicionado proveniente de células productoras. Los valores representan las medias + SEM de tres
experimentos independientes. * P < 0.05; *** P < 0.001 comparado con los controles de medios
condicionados (b) o de células sin presencia de tGasl (c y d). Se aplicé un ANOVA de una via para su posterior
prueba post hoc de Bonferroni
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Figura 11. Expresion de B-galactosidasa en azul
(tincion de X-gal) en células C6 transfectadas con el
NTS-poliplex y Lac-Z. Barra de calibracion 20 um

9.7 La linea celular de ratén NIH/3T3 secreta dos isoformas enddgenas de Gasl

Gasl se ha descrito principalmente como una proteina anclada a la membrana por medio de un GPI [6],
por otro lado hay solo un reporte que muestra una forma soluble de Gas1 la cual es expresada y secretada
de manera enddgena por células mesangiales del rifidn [96]. Para corroborar que Gas1 soluble se pude
secretar de manera enddgena se decidié utilizar la linea celular de fibroblastos de ratéon NIH/3T3 debido
a que esta bien documentado que esta linea celular expresa Gasl anclada a la membrana de manera
enddgena cuando se encuentran en arresto celular [7, 120]. Se realizaron ensayos de ELISA utilizando un
kit comercial el cual contiene un anticuerpo anti-Gasl de ratén que se ha probado previamente en
ratones knockout de Gasl [12]. Se decidi6 arrestar a las células mediante condiciones distintas con las
cuales se ha demostrado que las células NIH/3T3 expresan a Gasl. La primera condicidn es cuando a las
células se les priva de suero (0.5%) y la segunda condicién es cuando las células se inhiben por contacto
al alcanzar la confluencia en el plato de cultivo inclusive con 10% de suero [7]. Después de colectar el
medio en estas condiciones se procedio a realizar ensayos de ELISA. Se logrd detectar y comprobar que
la linea celular NIH/3T3 secreta Gasl soluble endégeno en ambas condiciones de arresto celular y se
comprobé que la concentracidon mas alta de Gas1 en los medio condicionados fue en los cultivos en donde
se encuentran en arresto por confluencia aln en presencia de 10% de suero (Figura 12 a). Fue esa
condicién con la cual se trabajo para realizar los ensayos de inmunoprecipitacion para determinar el peso
molecular de Gas1 soluble en el medio debido a que contiene la concentracidn mas alta de Gas1y porque
hay pocas células muertas cuando se compara con la condicidn en la cual se privé a las células de suero

durante 72h (Figura 13), esto redujo la probabilidad de detectar a Gasl en el medio que se pudo liberar
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del citoplasma de las células muertas, falso positivo. Ensayos previos de western blot mostraron que solo
cuando el medio condicionado se concentrd (10X) se pudo detectar a Gasl (datos no mostrados), por lo
qgue el medio se concentré previamente antes de ser inmunoprecipitado. Curiosamente, después de la
inmunoprecipitaciéon de Gasl en el medio, se logré observar la presencia de dos isoformas de Gasl, una
de 37 kDa y otra de 34 kDa aproximadamente, mientras que solo una forma de Gas1 (37 kDa) se observd

cuando la inmunoprecipitacién se llevd a cabo directamente del extracto celular (Figura 12 b).

a E y i
i D Semiconfluante|
|
E 4 B confiuente
= T
s c; o
I
S 24
o L Ll ] ] L] Li
Horas 24 48 72 72 & ] Li] o
Suero 0.5% 10% 30% 0.5% 10% 30%
Medio condicionado Medio
b soxz sin/Ab1® Gas1 Gas1
< 50 kDa
4 37 kDa p
Medio condicionado + IPP p=Extracto celular

Figura 12. Las células NIH/3T3 secretan dos isoformas de Gas1. (a) Niveles de la proteina Gas1 soluble evaluados
por ELISA en el medio condicionado de las células NIH/3T3 en diferentes condiciones. Se utiliz6 medio fresco
con distintas concentraciones de suero (0.5, 10 y 30 %) como control negativo. Los valores representan las
medias + SEM de tres experimentos independientes. *** P < 0.001 comparando el medio condicionado de las
células NIH/3T3 con 0.5 % suero y 72 h de incubacién contra el medio condicionado de las células NIH/3T3 en
confluencia total con 10 % suero y 72 h de incubacién. Se aplicé un ANOVA de una via y la prueba post hoc de
Bonferroni. (b) Andlisis por western blot de la inmunoprecipitacion (IPP) de Gas1 tanto del medio condicionado
como del extracto celular de las células NIH/3T3. SOX-2: control negativo para la realizacién de la
inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo anti-SOX-2; sin/Ab 1°: ausencia de cualquier anticuerpo primario;
Gas1: IPP realizada con el anticuerpo primario anti-Gas1
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Figura 13. Células NIH/3T3 en diferentes condiciones de cultivo celular. Células NIH/3T3 en condiciones

normales de cultivo celular (a), con 0.5 % de suero por 24 h (b), 48 h (c) y 72 h (d), en confluencia total por 72
h con 10% de suero (e) y en semiconfluencia por 6 h con 30% de suero (f). Microscopia de campo claro,
amplificacién magnificacidon 10X

9.8 Gasl soluble enddgeno esta presente en el liquido cefalorraquideo de la rata adulta

Para confirmar si el anticuerpo de anti-Gasl de ratdn reconoce a la misma proteina de la rata se decidié
realizar ensayos de western blot y ELISA utilizando extractos de cerebro de rata en PO, P7 y adulta ya que
en estas etapas se expresa la misma proteina en el raton [121, 122]. Se observé una banda
correspondiente a Gasl (37 kDa) en todos los extractos de cerebro de rata correspondiente al control
positivo, células NIH/3T3 en confluencia total (Figura 14 a). Se detectd también a B-Actina como control
de carga en todos los carriles y se pudo observar una sefial menos intensa en el control positivo y negativo.
Esto se debe a que se cargd menor cantidad de proteina en los controles debido a que las células NIH/3T3
expresan niveles muy altos de Gasl [7, 120]. Después se confirmd por ELISA la expresion y cuantificacion
de Gasl en los diferentes estadios del cerebro de la rata y se logré comprobar que en PO es cuando se
expresan los niveles mas altos de Gasl (Figura 14 b). Al comprobar que el anticuerpo de ratén reconoce
a Gas1 de rata se decidié obtener los fluidos corporales de la rata adulta para confirmar la presencia de
Gasl en la orina y plasma sanguineo, previamente descritos [96]. Ademds se obtuvo el liquido
cefalorraquideo para determinar si Gas1 soluble esta presente en este fluido tan importante del SNC. Se
demostré por ELISA la presencia de Gasl en la orina, en el plasma sanguineo y por primera vez en el
liguido cefalorraquideo. La concentracidn mas alta de Gasl soluble fue en la orina y no se encontrd

diferencia significativa entre la concentracién del plasma sanguineo y el LCR (Figura 14 c).
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Figura 14. Gasl se expresa en el cerebro y estd presente en el liquido cefalorraquideo de la rata
adulta. (a) Andlisis por western blot de la expresion de Gasl a diferentes edades. Co (+) = Control
positivo, células NIH/3T3 en confluencia. Co (-) = Control negativo, células NIH/3T3 en
semiconfluencia con 30 % de suero. Cerebro de rata de posnatal 0 (P0), posnatal 7 (P7) y adulto.
(b) Concentracion de la proteina Gasl en el cerebro de rata en PO, P7 y adulto (AD) evaluado por
ELISA. Los valores representan las medias + SEM de tres experimentos independientes. *** P <
0.001 comparado con el control negativo, reactivo diluyente (R.D.). Se aplicé un ANOVA de una
via y la prueba post hoc de Bonferroni. (c) Concentracién de Gasl soluble en fluidos corporales de
la rata adulta. Plasma sanguineo (Plasma) y liquido cefalorraquideo (LCR). Los valores representan
las medias + SEM, para la orina y el plasma (n=3) y para LCR (n=5). *** P <0.001 comparacién entre
los 3 fluidos. Se aplicd un ANOVA de una via y la prueba post hoc de Bonferroni

9.9 Expresion de Gasl en el plexo coroideo

Después de encontrar a Gas1 soluble en el LCR, se decidid buscar la expresion de la proteina en el plexo
coroideo (PC) puesto que esta estructura produce sus propias proteinas que pueden ser liberadas al LCR
independientemente de aquellas proteinas filtradas provenientes del plasma sanguineo [123]. Se
realizaron ensayos de RT-PCR como primer abordaje para evaluar la expresién de Gasl en el PC y se
observoé claramente una banda de 157 pb que corresponde a gas1 tanto en el PC como en el cerebro de
rata, control positivo (Figura 15 a). Se decidié entonces confirmar la expresidon de la proteina por
inmunofluorescencia y se pudo apreciar la expresién de Gasl en el PC tanto de los ventriculos laterales
(VL) y del tercer ventriculo (3V) de la rata adulta (Figura 15 b y c). También se pudo apreciar la expresion
de Gasl en la zona ventricular y en la zona subventricular (ZV/ZSV). A la par se observé la expresion de

Gasl en el PC de las ratas POy P7 (Figura 16).
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Figura 15. Gas1 se expresa en el plexo coroideo de la rata adulta. (a) Productos de RT-PCR para Gas1 (157 pb)
y B-actina (377 pb). Plexo coroideo (PC). El cerebro de rata adulta se utilizdé como control positivo. (b)
Micrografias de inmunofluorescencia y campo claro del PC del ventriculo lateral (VL) y del tercer ventriculo

(3V). Las flechas indican la expresion de Gasl. (c) Micrografias de microscopia confocal del PC en VL (1-3) y
3V (4-6). Gasl se tifio en rojo y los nicleos en azul con DAPI. Zona ventricular y zona subventricular (ZV/ZSV).
Barra de calibracion 50 pm
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Figura 16. Expresion de Gasl en el plexo coroideo del ventriculo lateral (VL) de

rata postnatal 0 (PO) y posnatal 7 (P7). Micrografias de microscopia confocal, Gas1
se tifio en rojo y los nucleos en azul con DAPI. Barra de calibracién 50 um



9.10 Expresion de Gasl en el estroma del plexo coroideo

El PC estd constituido de una capa epitelial y una capa estromal, la primera es una monocapa de células
epiteliales que rodean a la capa estromal la cual estd compuesta principalmente de capilares fenestrados
y en menor medida por otros tipos celulares [124]. Para observar si las células epiteliales expresan a Gas1
se decidié realizar una inmunofluorescencia de doble marca para Gasl y un marcador especifico del
epitelio del PC, Claudina-2 (CL-2) [125]. Como se puede apreciar en la figura 17 a-c no se encontré co-
localizacién entre ambos marcadores en el CP del VL ni del 3V, esto indica al menos por exclusidon que
Gasl se expresa en el estroma del PC. Entonces, se procedid a examinar por dobles marcajes la poblacién
celular del estroma que expresa Gasl. Se utilizé el marcador RECA-1 de células endoteliales [125], pero
tampoco se demostrd co-localizacion con Gasl (Figura 17 d-f). Después, se utiliz6 un marcador de
pericitos (NG2), un tipo celular perivascular descrito en el PC [126] aunque no hubo co-localizacién con
Gasl (Figuras 17 g-i y 18). Finalmente, se buscd la expresidon de Gasl en los fibroblastos ya que este tipo
celular estd presente en el PC[127] y hay reportes que indican que este tipo celular expresa Gasl al menos
en el pancreas [128]. Sin embargo, no se observé co-localizacidon de Gasl con el marcador especifico de
fibroblastos a-SMA (Figuras 17 j-l y 18). Con estos resultados no podemos determinar el tipo celular en el

estroma del PC que expresa a Gas1.
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Figura 17. No se encontrd expresion de Gasl en ninguno de los siguientes tipos celulares del
plexo coroideo: epiteliales, endoteliales, pericitos y fibroblastos. Micrografias de microscopia
confocal del ventriculo lateral (VL) y el tercer ventriculo (3V) mostrando que no se detecté la
co-localizacién entre: (a-c) Gasl y el marcador epitelial CL-2; (d-f) Gasl y el marcador
endotelial, RECA-1; (g-i) Gasl y el marcador de pericitos, NG2; (j-I) Gasl y el marcador de
fibroblastos, a-SMA. Gasl es marcado en rojo. CL-2, RECA-1, NG2 y a-SMA se marcan en verde.
Los nucleos son marcados en azul con DAPI. Barra de calibracion 50 um
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Figura 18. Gasl no co-localiza con NG2, RECA-1 ni con a-SMA
en el plexo coroideo ni en el higado. Micrografias ortogonales
de microscopia confocal. Gasl se tifio en rojo; NG2, RECA-1y
a-SMA se tifieron en verde

9.11 Expresidn perivascular de Gas1 en el higado de la rata adulta

Una vez que se detectdé Gasl en el plasma sanguineo se optd por determinar su expresiéon en el higado
de rata, el cual es el principal productor de proteinas plasmaticas [129-131]. La segunda fuente principal
de proteinas plasmaticas son las células de la sangre, sin embargo estds no expresaron a Gas1 (Figura 19).
Por lo tanto se demostro la expresién de Gasl en el higado de la rata tanto por RT-PCR como por ELISA
(Figura 20 a y b), confirmando datos previos reportados en ratén [13, 132]. Asimismo, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia para determinar el patron de expresidon de Gasl en el higado y se
observo que es perivascular (Figura 20 c). Como en el PC, la expresidn de Gasl en el higado no co-localizé

con RECA-1 ni con a-SMA (Figuras 20 d y 18).
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Figura 19. Las células plasmaticas no expresan Gasl. (a) Ensayo de RT-PCR mostrando que
los leucocitos no expresan Gasl. El cerebro de rata adulta se utilizé6 como control positivo
de Gasl (157 pb). B-actina (377 pb). (b) La proteina de Gas1 no se detectd por ELISA ni en
leucocitos ni en plaquetas. El extracto de higado se usé como control positivo. Los valores
representan las medias + SEM de tres experimentos independientes. *** P < 0.001
comparado con el control negativo, reactivo diluyente (R.D.). Se aplicé un ANOVA de una
via para su posterior prueba post hoc de Bonferroni
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Figura 20. Expresion perivascular de Gasl en el higado de la rata adulta. (a) Productos de RT-PCR para Gas1
(157 pb) y B-actina (377 pb) en el higado. El cerebro de rata se usé como control positivo. (b) Concentracion
de la proteina de Gasl evaluada por ELISA en el higado. El valor representa la media + SEM (n=3). (c)
Micrografias confocales mostrando el patron de expresion de Gasl en el higado. (d) Micrografias de
microscopia confocal mostrando la no co-localizacidn entre: (1-3) Gas1 y el marcador de endotelio, RECA-1;
(4-6) Gas1 y el marcador de fibroblastos, a-SMA. Las imagenes de la tercera columna son amplificaciones de
la segunda columna. Gasl se marca en rojo. RECA-1 y a-SMA se marcan en verde. Los nucleos se marcan en
azul con DAPI. Barra de calibracion 50 pum
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10 DISCUSION

En este trabajo se demostrd que en las células de glioblastoma C6 los receptores NTSR2 y vVNTSR2 estan
asociados con la activacion de ERK 1/2 dependiente de la internalizacién, un proceso que no ocurrio en
células de astroglia sanas aunque éstas expresen los mismos receptores. Ademas, la internalizacién de
los receptores NTSR2 en las células de glioblastoma nos proveyd de un nuevo método para transferir

selectivamente el gen pro-apoptético tGasl usando el sistema NTS-poliplex en estas células tumorales.

Estudios funcionales con el ligando NTS sugieren que las células de glioma expresan receptores a
neurotensina [52, 60, 76] y nuestros ensayos de RT-PCR demostraron que la linea celular de glioblastoma
de rata C6 expresa las dos formas del receptor a neurotensina tipo 2 (NTSR2 y vNTSR2) y no al NTSR1.
Cabe mencionar que el vNTSR2 es una isoforma que se produce por corte y empalme a partir del ARNm
del NTSR2 y que codifica para una proteina mds pequefia, la cual tiene solo cinco dominios
transmembranales a diferencia de la completa que tiene siete dominios transmembranales [112]. Este es
un resultado relevante, debido a que la mayoria de reportes asocian exclusivamente la expresién del
NTSR1 en células cancerosas [58, 133]. Solamente hay dos reportes que indican la expresion del NTSR2
[134] o su sobreexpresion [69] en células cancerigenas. Por otro lado en el SNC de individuos sanos, la
expresion del NTSR2 estd asociada principalmente a las células gliales [135] y preferencialmente en
astrocitos tanto in vitro como in vivo [74, 136, 137]. Hay un reporte que indica que las células de astroglia
expresan solamente la forma completa o larga del receptor de neurotensina tipo 2 (NTSR2) pero no su
isoforma corta (VNTSR2) [75] a diferencia de nosotros que logramos detectar las dos formas de los
receptores (NTSR2/vNTSR2) en el mismo tipo celular. Estos resultados sugieren que las células de
glioblastoma C6 mantienen la expresion de los dos receptores del NTSR2 al ser los glioblastomas tumores
gue tienen una naturaleza de célula glial y no asi la de expresar de novo al NTSR1 como suele suceder en

la mayoria de células cancerosas [58, 133].

Adicionalmente, los ensayos de RT-PCR mostraron que las células C6 no expresan NTS a diferencia de
otros tipos de cancer que expresan tanto a la NTS como al NTSR1 desarrollando una sefializacion autocrina
[133]. Asi pues, proponemos que en tumores cerebrales la estimulacidn de los receptores NTSR2 puede
ser inducida por los altos niveles de la NTS enddgena que se encuentra en el SNC [53, 57]. A la par, no
pudimos detectar la expresidén de la NTS en cultivos celulares de astroglia lo cual es congruente con la
literatura que describe que en el SNC la NTS se expresa preferencialmente en neuronas y no en la glia

[57].

Nuestros ensayos de internalizacién y de bloqueo farmacoldgico demostraron que solamente las células

de glioblastoma C6 son capaces de internalizar al NTS-poliplex marcado con Pl y confirmaron que las
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células no tumorales de astroglia son incapaces de internalizar a la NTS [74, 75] por medio del NTS-poliplex
[103]. Independientemente de que las células C6 pudieron internalizar a la NTS o que las células de
astroglia no pudieron internalizar al neuropéptido, la interaccién de la NTS con ambos tipos celulares fue
mediada por los receptores NTSR2 ya que ningun tipo celular expresé al NTSR1. Ademas, la interaccion
de la NTS al interior de las células C6 o en la periferia de las células de astroglia se abolié por la
levocabastina, un ligando no peptidico especifico que bloquea la unién entre la NTS y los receptores

NTSR2 [112, 116, 117].

Se obtuvieron resultados similares a partir de los estudios de la activacion de ERK 1/2. Se demostré que
la estimulacion de las células C6 con la NTS indujo una activacidn robusta de ERK 1/2 con una cinética
correspondiente a la internalizacion de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR’s) [112-114, 138,
139]. Ademas, la levocabastina activo a ERK 1/2 con una cinética similar confirmando que los receptores
NTSR2 son los mediadores de esta via de sefializacion en las células C6. Adicionalmente el efecto
hiperosmolar de la sacarosa la cual bloquea la endocitosis de los receptores al interrumpir la formacién
de vesiculas de clatrina [90, 106, 140], mostrd que la activacién de ERK 1/2 en las células C6 es
dependiente de la internalizacidn de la NTS por medio de los receptores NTSR2 y vNTSR2 y no a través de
la activacidn de su proteinas G acopladas [141, 142]. En contraparte, no se observo activacidén de ERK 1/2
cuando el mismo protocolo de estimulacidn con la NTS se llevd a cabo en las células sanas de astroglia en
las que previamente se habia demostrado su incapacidad para internalizar a la NTS. Todos estos datos
juntos demuestran que en las células de glioblastoma C6 los receptores NTSR2/VNTSR2 estan acoplados
a la activacién de ERK 1/2 dependientes de la internalizacidn, la cual se ha comprobado que favorece la
progresidn del cancer [143, 144]. El mecanismo responsable por el cual las células sanas de astroglia no
pudieron internalizar a la NTS ni a los receptores NTSR2 y por ende la falta de activacion de ERK 1/2 queda
aun por esclarecer. Es posible que proteinas de andamiaje como las B-arrestinas participen directamente
en el proceso de la internalizacién y activacidn de los receptores NTSR2 ya que se ha reportado que la
sobre expresidn, fosforilacidn o ubiquitinacidn de las B-arrestinas pueden afectar la internalizacion de los

GPCR’s y por ende la sefializacion de ERK 1/2 [141, 143].

Otro mecanismo podria estar relacionado con los niveles de expresion de las isoformas de los receptores
NTSR2, como es el caso de células cancerosas de vejiga las cuales expresan altos niveles de la isoforma 3
del receptor a tromboxano (TP-B por sus siglas en inglés) pero niveles bajos de la isoforma a de dicho
receptor (TP-a por sus siglas en inglés) correlacionando la sobre expresion del TP-B con un incremento en
la activacion de ERK 1/2 [145] a diferencia de las células sanas del epitelio de vejiga las cuales expresan
niveles bajos de ambas isoformas del receptor a tromboxano. Cabe recalcar que tanto el TP- como el TP-

a son GPCR’s que se originan por corte y empalme alternativo del mismo ARNm [146, 147], al igual que
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las isoformas de los receptores NTSR2, ademas solo el TP-B se acopla a las B-arrestinas y de esta manera
puede internalizar en presencia de su ligando [148]. Seria interesante comparar si hay diferencia en los
niveles de expresion del NTSR2 y el vNSTR2 o si hay alguna modificacién en las B-arrestinas entre las
células C6 y las células sanas de astroglia, incluso compararlas también con las células granulares del
cerebelo ya que éstas también expresan ambas isoformas de los receptores NTSR2 que pueden
internalizarse y por tanto activar a ERK 1/2 [113]. Esta informacion mejoraria nuestra comprension sobre
los diferentes efectos de la internalizacién de las isoformas de los receptores NTSR2 y sus consecuencias

intracelulares de este proceso.

Adicionalmente, la internalizacion funcional del NTSR2 y del vNTSR2 en las células C6 se demostré por la
expresidon de transgenes mediados por el NTS-poliplex. Curiosamente, este vector no viral transfecta a
células que expresan e internalizan al NTSR1 [90, 100, 101, 149], pero no a células que expresan al NTSR2
como es el caso de células de astroglia [103]. La expresién de la GFP, lacZ y tGasl en las células C6
comprueba que las células que expresan e internalizan las dos variantes del receptor NTSR2 son un nuevo

objetivo para la nanoterapia utilizando al NTS-poliplex.

Gasl es una molécula que induce arresto celular y apoptosis en diferentes células tumorales [21, 150]
incluyendo lineas celulares de glioma [22, 23] y cultivos primarios de glioma humano [25]. Gas1 induce
apoptosis por medio de la inhibicién de la via de sefializacién de RET e induciendo la activacion de la
caspasa 9 y 3 [4]. Previamente se desarrollé una estrategia de terapia génica basada en una forma
truncada y soluble de Gas1 recombinante, denominada tGas1, que induce muerte celular en modelos de
terapia génica de cancer de mama y de glioma [14, 97, 105]. La cuantificacidon por ELISA confirmé la
presencia extracelular de tGasl en el medio condicionado de las células C6 previamente transfectadas
con el transgén tGas1 por medio del NTS-poliplex, asimismo se comprobé por la técnica de MTT que tGasl
disminuyé la viabilidad celular en las células de glioblastoma de manera paracrina. El uso de moléculas
solubles pro-apoptéticas es una estrategia que se utiliza para obtener una distribucidn extensa del agente
terapéutico después de su secrecidn por las células productoras [151]. La ventaja del NTS-poliplex para
entregar a tGasl para un potencial tratamiento en gliomas es que las células sanas de la astroglia no son
transfectadas y de esta manera se dirigen selectivamente a células tumorales, lo que confiere seguridad
al sistema de transfeccién. Conjuntamente, el uso del promotor para la proteina GFAP [22, 152] podria
incrementar la seguridad y especificidad del sistema ya que impediria la expresion de tGas1 en neuronas

gue expresan e internalizan de manera enddgena a los receptores NTSR1 o a los NTSR2/vNTSR2.
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Conjuntamente, en el presente trabajo se llevd a cabo un estudio meticuloso sobre la localizacién de Gas1
soluble endégeno en fluidos corporales de la rata adulta el cual proveyd la primera descripcion de dicha

proteina en el LCR y su expresion en el plexo coroideo.

Gasl es una proteina de 37 kDa que cuando se expresa de manera enddgena se ancla a la membrana
celular por un grupo GPI [6, 7] y una caracteristica comun de este tipo de proteinas es que pueden
liberarse de la célula y estar presentes en el espacio extracelular de forma soluble [94], pero solo hay un
reporte que describe una forma soluble de Gasl enddgeno en la orina y en el suero sanguineo de rata
[96]. Dado que no existen reportes de Gasl soluble en el SNC al menos de roedores, decidimos explorar

si dicha proteina esta presente en el LCR de la rata adulta.

Primero, se comprobd que la linea celular NIH/3T3 libera Gas1 soluble al medio de cultivo. Aunque es
bien sabido que estas células expresan a Gasl bajo condiciones de arresto celular [7, 120] aun no se habia
probado si eran capaces de secretar a Gasl de manera enddgena. Asimismo, encontramos que la mejor
condicién para obtener altas concentraciones de Gasl extracelular es cuando las células entran en arresto
celular al alcanzar la confluencia total, esta condicidn fue la que se eligid para inmunoprecipitar a Gasl
del medio de cultivo debido a que presenta la mayor concentracion de la proteina en los sobrenadantes

y porque hay pocas células muertas en el cultivo celular.

Otro descubrimiento importante es que las células NIH/3T3 produjeron 2 isoformas solubles de Gas1.
Cuando se inmunoprecipité a Gasl del medio condicionado se observaron 2 bandas, una de 37 kDa y otra
de 34 kDa mientras que en la inmunoprecipitacion del extracto celular solo se aprecié una banda de 37
kDa. Este resultado sugiere que las dos isoformas de Gasl se producen afuera de la célula y no
intracelularmente, excluyendo la posibilidad de que estas dos isoformas se deban a un proceso distinto
de N-glicosilacién de la proteina el cual es un proceso que se lleva a cabo dentro de la célula [153]. Es
probable que la isoforma de 37 kDa encontrada en el medio condicionado sea producida por una
fosfolipasa puesto que es bien sabido que las fosfolipasas C (PLC) y D (PLD) pueden cortar a este tipo de
proteinas en el grupo fosfato del fosfatidilinositol (Pl) produciendo proteinas solubles con el mismo peso
molecular que la proteina anclada a la membrana [94, 95]. Respecto a la isoforma corta (~34 kDa) de Gasl
podria ser que una proteasa es la responsable de producirla, se puede sugerir que las desintegrinas y
metaloproteasas (ADAM) 10y 17 son las responsables de producir esta forma soluble de Gas1 puesto que
se ha demostrado que participan en este proceso [96], no obstante, se necesitan estudios posteriores
para determinar si estas enzimas pueden producir la forma corta de Gas1 soluble. Se puede correlacionar
que las 2 isoformas de Gasl que se liberan son producidas por las mismas proteinas que producen las 2
isoformas solubles de GFRal, una proteina anclada a GPI la cual comparte una similitud estructural alta

con Gasl [9, 16]. Estas isoformas de GFRal conservan sus propiedades de sefializacién activando a RET
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de manera paracrina [93, 154, 155]. Entonces, es muy probable que ambas isoformas solubles de Gasl
preserven su propiedades de sefalizacidon puesto que se ha reportado que tanto una forma soluble
enddgena (~37 kDa) como una forma soluble recombinante (~34 kDa) inducen arresto celular tanto en
células mesangiales como en células cancerigenas respectivamente [14, 15, 96, 105, 156], promoviendo

asi un equilibrio entre la sefializacidon de Gas1 y GFRal sobre las células.

Después de mostrar que el anticuerpo utilizado detectdé a Gasl soluble de ratén se decidid probar el
mismo anticuerpo en tejido de rata. Se resolvidé utilizar un modelo de rata para los siguientes
experimentos debido a que es mds facil obtener sus fluidos corporales y también mayores volimenes de
éstos en comparacion de un modelo de ratdn. Se observd que los extractos de cerebro de rata contienen
Gasl y que lo expresaron con un peso molecular de 37 kDa al igual que el control positivo, células de
raton NIH/3T3 en arresto celular, confirmando que se puede ocupar el mismo anticuerpo para detectar a
Gasl tanto en ratdn como en rata. Ademads se confirmd por ELISA los niveles de Gasl en las diferentes
edades de los cerebros de rata el cual el PO es cuando se expresa una mayor cantidad de la proteina, estos

resultados son similares a resultados previamente descritos en cerebro de ratéon [121, 122].

A continuacién, se comprobd que Gasl soluble estd presente en la orina, el plasma sanguineo y por
primera vez en el LCR de la rata adulta. Ya se habia descrito previamente la presencia de Gasl en la orina
y el suero sanguineo [96], estd informacidn nos sirvid para utilizar estos fluidos corporales como controles
positivos. La orina tuvo los niveles mas altos de Gasl, pero esta concentracion no muestra la
concentracién o produccién momentanea de Gasl ya que la orina se colecté 12 horas después de que la
rata estuvo produciendo distintas expulsiones de este fluido a lo largo de toda la noche, en cambio tanto
el plasma sanguineo como el liquido cefalorraquideo se obtuvieron cuando estaban circulando en el
cuerpo vy lo interesante es que no hubo diferencia significativa en la concentracidn de Gasl entre estos
dos fluidos corporales. Este resultado sugiere la importancia de mantener una concentracidn isoténica de
Gasl entre el LCR y la sangre. Es un dato importante saber que Gasl esta presente en el LCR pero el
mecanismo por el cual estd ejerciendo una funcién en el SNC a través de este fluido aun estd pendiente
de solucionar. EI LCR es un fluido incoloro que se produce en los plexos coroideos y que fluye a través de
todo el sistema ventriculary en el espacio subaracnoideo entre el encéfalo y el craneo y/o entre la médula
espinal y la columna vertebral para finalmente ser reabsorbido en las microvellosidades del espacio

subaracnoideo [157], figura 21.
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Figura 21. Esquema del sistema ventricular y del flujo del LCR en el humano adulto. (a) Corte
transversal del cerebro mostrando el sistema ventricular y el espacio subaracnoideo rellenos
de LCR (azul). (b) EI LCR se genera principalmente en los plexos coroideos localizados en cada
uno de los ventriculos y bafia a los cuatro ventriculos, al espacio subaracnoideo vy al canal
central. El flujo del LCR parte de los ventriculos laterales hacia el tercer ventriculo a través del
foramen de Monro, luego fluye al cuarto ventriculo a través del acueducto de Silvio/cerebral el
cual continua hacia el canal central o fluye hacia el espacio subaracnoideo por medio de los
agujeros de Luschka y Magendie. Imagen modificada de Lehtinen M. [2]

Anteriormente se creia que el LCR solo se podia encontrar en el sistema ventricular y en el espacio
subaracnoideo [158], de tal manera que Gasl soluble solo estaria sefializando en aquellas células que
estan en contacto directo con el LCR. Recientemente se ha demostrado que el LCR puede penetrar todo
el parénquima cerebral a través de un mecanismo denominado sistema glinfatico [159], en el cual el LCR
recorre las grandes arterias de manera para-vascular y luego logra entrar al parénquima cerebral a través
de los pies de los astrocitos de manera transcelular por medio de las aquoporinas-4 y de forma paracelular
entre los pies de los astrocitos, después, el LCR sale del parénquima cerebral por el mismo mecanismo
pero por los astrocitos que estdn en cercania con las grandes venas y por ultimo el LCR viaja de manera
para-venosa hasta llegar al espacio subaracnoideo, figura 22 [1, 160]. Por lo tanto, se sugiere que Gasl

soluble puede estar ejerciendo sus funciones en el SNC por medio del LCR y del sistema glinfatico.
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Figura 22. Representacion esquematica del sistema glinfatico. (a) EI LCR entra al cerebro
a lo largo de rutas para-arteriales y sale del cerebro a lo largo de rutas para-venosas,

siempre por fuera de los vasos sanguineos. (b) La entrada y salida del LCR al parénquima
cerebral es facilitada por las Aquoporinas-4 que se encuentran en los pies de los
astrocitos, los cuales estan en cercania con los vasos sanguineos. Por ultimo, el LCR sale
junto con el liquido intersticial por la ruta para-venosa hacia el espacio subaracnoideo
para su subsecuente reabsorcion. Imagen modificada de Iliff J. [1]

Es importante realizar experimentos adicionales para determinar si el Gas1 soluble que esta presente en
el LCR puede interaccionar y sefializar a través de la ruta de sefializacién de GDNF en una manera similar
a como lo hace el GFRal soluble [93, 154, 155], pues se sabe que Gas1 inhibe la sefializacién mediada por
GDNF [4, 16, 17]. Ademas, hay evidencia que muestra que GDNF estd presente en el LCR durante
condiciones patoldgicas del SNC [161, 162] por lo que seria interesante determinar los niveles de Gasl

en el LCR en modelos experimentales y/o en pacientes con enfermedades neuroldgicas.

Respecto a la sefializacion relacionada con Shh y Gasl [5, 12, 18], es probable que Gasl soluble
interaccione con Shh y module su sefalizacidn ya que Shh aln esta presente en el cerebro de roedores
adultos y preserva sus propiedades de sefalizacién en células troncales [163-165] y progenitores

neuronales [166]. Si este es el caso, entonces Gasl soluble tendria un rol importante en la neurogénesis
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del adulto puesto que se sabe que el LCR es un fluido importante para que se lleve a cabo este fenémeno

biolégico [2, 167, 168].

Estd ampliamente descrito que la mayoria de las proteinas que estdn presentes en el LCR provienen de la
filtracidn del plasma sanguineo llevada a cabo por el plexo coroideo [169-171], pero también se sabe que
hay menos del 0.5% de proteinas en el LCR cuando se compara con el plasma sanguineo[123], es por esto
que resulta dificil pensar que grandes cantidades de Gasl pasan del plasma sanguineo al LCR hasta
mantener concentraciones iguales en ambos fluidos corporales. La otra fuente de proteinas en el LCR se
produce en el mismo plexo coroideo [171, 172], entre esas proteinas estd el factor de crecimiento
insulinico tipo 2 (IGF-2) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) [123, 173]. El plexo coroideo
es la interfaz entre la sangre y el LCR, se encuentra en los cuatro ventriculos cerebrales y es visto como
un epitelio que encierra a un estroma altamente vascularizado [174]. Nosotros demostramos por RT-PCR
e inmunofluorescencia que el plexo coroideo de los ventriculos laterales (VL) y del tercer ventriculo (3V)
de la rata adulta expresan Gasl1. Interesantemente, alin se encontrd expresion de Gasl en la ZV/ZSV con
un patrén de expresioén similar al reportado en etapas tempranas del desarrollo del ratén [121], lo que
sugiere un rol de Gasl en la neurogénesis del adulto. Ademds, la expresidon de Gas1 se observé en el plexo
coroideo del PO y P7 lo que apunta a que Gasl soluble se encuentra también en el LCR de etapas

tempranas antes y después del nacimiento.

En seguida, decidimos determinar la poblacidn celular especifica que expresa Gasl en PC. Las células
epiteliales fueron las primeras células que se evaluaron puesto que se sabe que este tipo celular produce
y secreta proteinas al LCR [172]. Se decidié marcar al epitelio contra Claudina-2, una proteina de las
uniones estrechas que se expresa en las células epiteliales del PC del adulto [125], y no se observé co-
localizacion con Gasl en los VL ni en el 3V confirmando al menos por exclusién que Gasl se expresa en
el estroma del PC. El estroma del PC esta compuesto principalmente por células endoteliales y en menor
medida por una amplia variedad de células, como: pericitos, fibroblastos, telocitos, células troncales,
células dendriticas, macréfagos, leucocitos, células de Kolmer y en algunos casos células T [174-176]. En
seguida, se examind si las células endoteliales expresan Gasl debido a que son el tipo celular
predominante en el estroma y ademas hay un reporte in vitro que indica que este tipo celular expresa a
Gasl [177]. Claramente se observaron los vasos sanguineos del PC al utilizar un anticuerpo contra RECA-
1, un marcador especifico de células endoteliales [125], pero no se aprecid co-localizacion entre RECA-1
y Gasl concluyendo que los vasos sanguineos del PC no expresan Gasl. Posteriormente, se buscé la
expresion de Gasl en los pericitos, este tipo de células envuelven directamente las células endoteliales
[124] y hay un reporte que indica que los pericitos del PC responden a Shh y expresan a su receptor, al

menos durante el desarrollo [126], pero no observd co-localizacién entre Gas1 y el marcador de pericitos,
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la proteina anti neural-glial (NG2) [126], demostrando que tampoco los pericitos expresan a Gasl.
Finalmente, decidimos marcar a los fibroblastos debido a que hay un reporte que indica que esta
poblacién celular expresa a Gasl al menos en el pancreas [128] pero no se aprecié co-localizacion entre
Gasl y a-SMA, un marcador de fibroblastos, ni en los VL ni en el 3V. Con estos resultados queda aun
pendiente determinar el tipo celular especifico que expresa a Gasl dentro del estroma del PC. Aunque
demostramos la presencia de Gasl en el plasma sanguineo y su expresion en el PC es necesario realizar
mas estudios para demostrar si el Gasl que estd presente en el LCR proviene de la sangre y/o de algin

tipo celular especifico del PC.

Al igual que en el LCR se quiso determinar el origen del Gasl que se encontré en el plasma sanguineo.
Esta es una pregunta muy dificil de contestar puesto que diferentes células y érganos entregan proteinas
al plasma sanguineo. A pesar de eso, se considera que el higado y las células plasmadticas son los
principales productores de proteinas plasmaticas [129-131]. No se detectd expresidon de Gasl en las
células plasmaticas pero si se demostré la expresion de Gasl en el higado de la rata, confirmando el
mismo dato descrito en ratén [13, 132]. Ademas se observd la expresion de Gasl con un patron
perivascular, lo que sugiere que las células perivasculares podrian estar liberando a Gasl puesto que un
patrén similar de expresion se ha visto en diferentes tejidos incluyendo el PC [128, 178, 179]. Al igual que
el PC, no se observd co-localizacién entre Gasl y los marcadores de células endoteliales (RECA-1) ni de
fibroblastos (a-SMA), por lo que se requerira realizar mas estudios para determinar qué células hepaticas
perivasculares expresan a Gasl y si ademas pueden liberarla al torrente sanguineo. Adicionalmente, seria
interesante estudiar el efecto que tiene el Gasl soluble sanguineo para complementar datos previos
donde se ha demostrado su participacidon en eventos fisiolégicos como el ciclo estral [180, 181] o en

condiciones patoldgicas como el cancer [128].

11 CONCLUSIONES

Estos resultados mostraron la presencia funcional de los receptores NTSR2 y vVNTSR2 en las células de
glioblastoma C6 la cual es atil para desarrollar una terapia génica no viral basada en la utilizacién en
conjunto de Gasl soluble recombinante y el sistema NTS-poliplex sin afectar a la células sanas residentes
de la glia las cuales son las células mas abundantes del SNC. Ademas, la presencia de Gasl soluble
enddgeno en fluidos corporales sienta las bases para realizar estudios posteriores y determinar el rol

fisiolégico que tiene esta proteina soluble tanto en el SNC como en el resto del organismo.
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