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RESUMEN

El receptor de estrégenos alfa (ERa) media los efectos pleiotropicos y
tejido-especificos de estas hormonas sobre el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de diversos tejidos. EI ERa juega también un rol muy
importante en el tratamiento del cAncer de mama de respuesta hormonal y
en el tratamiento de la osteoporosis. Los tumores de mama ERa positivos
tienen mejor prondstico y pueden ser controlados eficientemente por
farmacos. Sin embargo, a veces las células cambian, sufren una transicion
epitelio-mesenquimal (TEM) y el tumor se vuelve resistente a la terapia. En
ese proceso las células epiteliales pierden su polaridad, la adhesion célula-
célula y junto a otros cambios adquieren motilidad, pudiendo migrar y

formar metastasis en sitios distantes.

En este contexto, una linea de investigacion de nuestro laboratorio busca
comprender los cambios que se producen en la actividad del ERa durante
la transicion epitelio-mesenquimal de cancer mamario que puedan ayudar

a explicar la aparicidon de la resistencia al tratamiento.

Para abordar dicha investigacion, se cuenta con un modelo celular de
transicion epitelio-mesenquimal basado en tres lineas celulares derivadas
de MCF7, que contienen distintas variantes del gen MKL1, cuya expresion
es inducible por tetraciclina. Las lineas llamadas MCF7-ZB, MCF7-D+, y
MCF7-D-, luego del tratamiento con tetraciclina, adquieren un fenotipo que
corresponde a las células antes de la TEM, luego de la TEM y luego de una
transicion inversa 0 transicibn  mesenquimo-epitelial  (TME),
respectivamente. Empleando este sistema celular, esta linea de
investigacion busca caracterizar los principales componentes de la
maquinaria traduccional, en paralelo con las propiedades funcionales del

ERa y se espera establecer si variaciones en los componentes de la
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maquinaria traduccional estan asociadas con diferencias conformacionales
y funcionales del ERa durante la TEM de cancer mamario, llevando al

escape del control hormonal y a la resistencia al tratamiento.

Por tal motivo, en este estudio concretamente, nos propusimos profundizar
en la comprensién de dicho modelo a través de estudios metabolicos de las
lineas celulares que lo constituyen y estudios funcionales del ERa

endogeno de dichas lineas, en distintas condiciones.

De esta forma, logramos poner a punto un método que permite identificar
las tres lineas celulares de forma rapida, a través de un western blot. El
analisis de las curvas de crecimiento mostré que las tres lineas crecen de
forma relativamente pareja, sin embargo, una vez inducidas con
tetraciclina, la linea D+ presenta un descenso drastico en su viabilidad,
probablemente asociado al estrés sufrido durante la TEM. En paralelo, las
medidas de glucosa y lactato, arrojaron resultados alentadores
concordantes con otros resultados obtenidos en nuestro laboratorio
mediante ribosome profiling, mostrando que la linea D+ presenta un
metabolismo mas acelerado respecto las otras dos lineas. Por ultimo, en
este contexto de la TEM, analizamos la actividad del ERa mediante
ensayos de transactivacion a través de genes reporteros. Estos ensayos
mostraron una reduccion importante de la actividad del ERa en la linea D+
respecto a la ZB, en parte explicado por un descenso en su expresion,
demostrado mediante western blot. Estos resultados concuerdan con lo
descrito en la bibliografia acerca de los procesos de TEM en cancer de

mama.

PALABRAS CLAVE - Receptor de estrégenos alfa (humano) - ERa -

Céancer de mama - Transicion epitelio-mesenquimal - Transicion MKL1-
dependiente - MCF7
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1. INTRODUCCION

1.1. Contexto de la investigacion

Los estrogenos (especialmente 17-B-estradiol o E2) son hormonas que
presentan una diversidad de funciones muy variada, por ejemplo, regulan
el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de distintos tejidos . Desde
hace varios afios, se conoce que los efectos pleiotropicos y tejido-
especifico del estas hormonas son mediados principalmente por los
receptores de estrogenos a y B (ERa y ERB respectivamente), habiendo
sido éste descrito mas recientemente 2. Estos receptores actlan como
factores de transcripcion, regulando la expresion de distintos genes en
respuesta al E2. En la actualidad, se considera que el ERa tiene un rol
relevante tanto en la vida celular normal como en diversos procesos
patoldgicos, por ejemplo, en el cAncer mamario 1. Aproximadamente el 70%
de los canceres de mama expresan ERa (son ERa positivo o ERa+),
mediante el cual los estrégenos promueven la proliferacion celular 2. En
general, los tumores ERa+ son diferenciados y menos invasivos que los
ERa negativos (ERa-) y en ellos la proliferacion de las células puede ser
inhibida por farmacos antiestrogénicos como los denominados “SERMs”
(“Selective Estrogen Receptor Modulators”) 4. Estos farmacos son ligandos
del receptor y pueden regular su actividad, actuando como agonistas o
antagonistas dependiendo del tejido. Sin embargo, con el tiempo, tumores
ERa+ pueden convertirse en ERa-. Las células que sufren estos cambios
se vuelven resistentes a la terapia hormonal y cambian de un fenotipo
epitelial diferenciado a uno mesenquimal (desdiferenciado) resultando en
un proceso de metastasis. Este cambio es conocido como transicion
epitelio mesenquimal °. Las células resistentes a la terapia hormonal
presentan una reduccion de la actividad y/o de expresion del ERa y un

aumento en la actividad de receptores de factores de crecimiento.



Una linea de investigacion de nuestro laboratorio busca comprender los
cambios que se producen en la célula tumoral durante la TEM y que llevan
a la pérdida de la respuesta hormonal y a la resistencia al tratamiento.
Ademés se propone establecer si existen diferencias en las propiedades
funcionales y en la conformacién del ER durante la TEM que pudieran estar
asociadas a cambios en su biosintesis y plegamiento.

1.2. Receptor de estrogenos o (ERa)

Los receptores de estrogenos (ER) son factores de transcripcion que
median los efectos de estas hormonas, regulando la expresion de ciertos
genes en distintos tejidos. Aungue los estrogenos son clasicamente vistos
como hormonas exclusivamente reproductivas, en los mamiferos sin
embargo, inducen cambios celulares en casi todos los tejidos 6. Debido al
importante rol de los estrégenos en fisiologia y fisiopatologia, no es
sorprendente que estas hormonas estén implicadas en el desarrollo o
progresion de enfermedades como el cancer (mamario, de endometrio y
ovarios), endometriosis, osteoporosis, obesidad, asi como enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes y neurodegenerativas . A su vez, el ERa
es de especial interés debido a que se encuentran en altos niveles en la
gran mayoria de los canceres mamarios 4, siendo muy utilizado como un
factor para el prondstico de esta enfermedad 8 En consecuencia, la
inhibicion del ERa se ha convertido en una de las principales estrategias

para la prevencion y el tratamiento del cancer de mama.

Estos receptores forman parte de la superfamilia de los receptores
nucleares para hormonas esteroideas (NR), entre los que se encuentran
los receptores de andrégenos, progestagenos y glucocorticoides, entre

otros °. Estos receptores se localizan principalmente en el citoplasma y en



el nucleo celular en forma soluble, o asociados a la membrana plasmatica,

lo que les permite abarcar un amplio rango de funciones 6.

Mas recientemente se describié un segundo subtipo de receptor de
estrogenos llamado ERp. Este receptor posee una estructura y actividad
similar pero no idéntica al ERa, y su importancia en el cancer de mama, si

la hubiera, es alin poco comprendida 219,

a) Estructura del ERa

El ARNm del ERa wt esta compuesto por 8 exones codificantes ! y es
traducido a una proteina de 595 aminoacidos, pudiendo presentar a su vez

varias isoformas, siendo la de 66 kDa la mas abundante.

En 1986, Krust y colaboradores propusieron, mediante alineamientos de
secuencias aminoacidicas de receptores nucleares, que los miembros de
esta familia de factores de transcripcion compartian una organizacion

modular conformada por seis dominios nombrados de “A” a “F” *? (figura 1).

AR Dipmain [ [n] E Doman F
h-ERn
GGkDa [ L | | I .ﬁFZ| ]
S5
h-ERp [ AFA ] | | AF2| ]

Figura 1. Dominios funcionales del ERa y ERB

Se representan los distintos dominios de los ERs humanos y sus funciones. A-F1, A-
F2: dominios de transactivacion 1y 2; DBD: dominio de unién al ADN; LBD: dominio
de unién al ligando. Modificada de Arnal et al., 2017 (1).

El dominio N-terminal de los receptores nucleares, denominado A/B, es
altamente variable tanto en la secuencia primaria como en su longitud. En
el ERa el dominio B presenta una regién con funcién de transactivacion

conocida como AF-1. Esta funcién de transactivacidn se caracteriza por ser
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independiente del ligando, de acuerdo a lo que se describe en Lees, Fawell,
& Parker, 1989 donde demostraron que el mismo presenta una actividad
transcripcional constitutiva al estudiar este dominio aislado del resto de la
proteina (por lo tanto carente del dominio de unién al ligando). Estos
dominios también presenta un papel importante en la estabilizacion del

receptor cuando se une al ADN y en la eficiencia de dimerizacion 4.

En la region central se encuentran los dominios C y D. El dominio C es el
mas conservado entre los NR y constituye el dominio de union al ADN
(DBD) 5. La estructura cristalografica de este dominio demostré que esta
region presenta una estructura globular compacta formada por dos dedos
de zinc. Cada uno formado por cuatro residuos de cisteina coordinando un
ion de zinc. Estos dominios se unen principalmente a secuencias en el ADN
denominadas “elementos de respuesta a estrégenos” (ERE) que consisten
en secuencias consenso de 13 pb de la siguiente forma: 5°-
GGTCANnNnTGACC-3". Este motivo palindromico permite la union del
receptor en forma dimérica al ADN 6. Por su parte, el dominio D consiste
en una region “bisagra” entre los dominios C y E. Esta involucrado en los
cambios conformacionales del ERa cuando éste se une al ADN o a su
ligando y en las interacciones proteina-proteina cuando forma homo o
heterodimeros. A su vez, contiene sefiales de localizacion nuclear (NLS),
importantes para la translocacion del receptor del citoplasma al ntcleo /.
El dominio D también es importante en la interaccion del receptor con otros
factores de transcripcibn y esta sujeto a diversas modificaciones
postraduccionales que modulan la actividad del receptor, incluyendo

eventos de fosforilacidn, acetilacion y metilacion.

El dominio E es una regién relativamente extensa de los NR, estructural y
funcionalmente compleja, donde se ubica el dominio de unién al ligando

(LBD). Esta region es muy conservada entre los receptores de un mismo
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ligando. Estudios realizados por cristalografia de proteinas mostraron que
el dominio E del ERa presenta 12 a-hélices (H1 a H12) y dos laminas
formando un bolsillo hidrofébico donde se acomoda el ligando (figura 2) 18,
Estudios estructurales realizados a partir de varios NR demostraron que la
organizacion tridimensional de este dominio sufre un fuerte reordenamiento
luego la unidn al ligando. A su vez, este dominio incluye la interfaz que
permite la dimerizacién del receptor y un segundo sitio de transactivacion,
gue a diferencia del primero, es dependiente de la union del ligando,

denominado AF-2 19,

Tamoxifen

Figura 2. Dominio de unién al ligando y estructura quimicadel E2y el Tamoxifeno.

A) Vista tridimensional parcial del bolsillo hidrofébico donde se acomoda una molécula
de E2 en el dominio de unién al ligando. Modificado de Nettles et al., 2007 (18). B)
Estructura quimica del ligando natural del receptor, el 17-B-estradiol o E2 y la estructura
del Tamoxifeno, uno de los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos
(SERMs) mas conocidos. Modificado de Arnal et al., 2017 (1)

b) Mecanismos de requlacién

La regulacion mediada por el ERa se establece a través de dos
mecanismos principales (gendmico y no gendmico), bajo los que a su vez
se engloban distintas vias (figura 3). La regulacion “genémica” por su parte,
ha sido la mas estudiada y la que se le concedié6 mayor relevancia, en la
cual, el ERa actua como factor de transcripcion activando o reprimiendo la
expresion de los genes diana 1?9, Existe una extensa bibliografia acerca de

las distintas vias reguladas por el ERa a través de este mecanismo, algunas
12



de las cuales mencionaremos mas adelante. Por otro lado, mas
recientemente, han adquirido una mayor relevancia los mecanismos de “no
gendmicos” mediados por el ERa asociado a la membrana plasmatica. De
esta forma el ERa modula la actividad de ciertas quinasas,
desencadenando asi varias vias de sefalizacion en respuesta al E2. Las
vias que se engloban bajo esta forma de accion del ERa presentan las
caracteristicas de las vias de sefializacion denominadas como MISS
(“membrane initiated steroid signaling”) o “sefiales de respuesta a

esteroides iniciadas en la membrana” 121,

Mecanismos:

............. Genomic (Nuclear ER) Nal-gEromie
Vias: cjassical Non-classical (Membrane ER)
E-P‘ ‘ Coregulators
@ @ Activators ER ER
Repressors
A v K X
ERNER R mrna Fodo) > mrna P ik
[C_ERE | l AP-1 MAPK
TARGET GENE TARGET GENE

Figura 3. Mecanismos de accion del ERa.

Se esquematizan los distintos mecanismos de accién del ERa. Por un lado los
mecanismos a nivel genémico, a través de la via clasica (izquierda) o a través de la via
no clasica (centro). Por otro lado los mecanismos no gendmicos desencadenando
cascadas de quinasas (derecha). E: Estrogeno. Tomado de Fisher et al. 1988 (8)

Retomando los mecanismos de regulacién a nivel gendmico, se han
descrito dos vias de accion del receptor como factor de transcripcion, la via
clasica mediante la cual el receptor se une directamente al ADN en los
EREs y la via no clasica mediante la cual el receptor se une indirectamente
al ADN a través de otros factores de transcripcion de manera ERE
independiente ?'. Hasta hace algunos afios, el modelo de regulacién de la
transcripcion mediado por el ERa era relativamente simple. La union de un
ligando agonista como el E2 lleva a que el ERa experimente cambios

conformacionales que permiten su dimerizacién y union al ADN en los ERE
13



de los genes diana, seguido del reclutamiento de la maquinaria de
transcripcion que conlleva a la expresién de estos genes. Los antagonistas,
por otro lado, son ligandos que compiten con la unién de los agonistas,
impidiendo la interaccion del receptor con las secuencias diana. Sin
embargo, recientemente se ha descubierto un nimero cada vez mayor de
factores correguladores que se unen al ERa estimulando o inhibiendo la
expresion de genes diana y como consecuencia, cada vez mas se reconoce

la importancia de estos correceptores en la actividad del receptor ©.

En ausencia del ligando, el ERa habitualmente se encuentra soluble en el
citoplasma unida a la chaperona Hsp90 (también puede encontrarse en el
nucleo o asociado a la membrana plasméatica). La union del ligando al ERa
induce un cambio conformacional que lleva a la disociacion de Hsp90,
exponiendo los principales sitios de dimerizaciéon y transactivacion
presentes en el dominio E del ERa. Habitualmente es importante también
la fosforilacion del dominio D y/o E del receptor para la activacion del
mismo. A través de la via clasica, como mencionamos, el ERa activado
forma homo o heterodimeros (con el ERB) y regula la transcripcidon
mediante su unién cooperativa a los elementos ERE en el ADN ! y el
reclutamiento de otros factores de transcripcién. Hasta hace no mucho
tiempo se creia que estos elementos de respuesta a estrogenos se
encontraban principalmente en los promotores proximales de los genes
diana o en sus cercanias. Estudios recientes demostraron que la gran
mayoria de los sitios de unién del ERa se encuentran en regiones distales
de los genes regulados por éste 2. De esta forma el ERa regula la
transcripcion de sus genes diana a distancia mediante el reclutamiento de
otros factores de transcripcion a través de sus dominios de transactivacion
AF-1y AF-2. Entre estos otros reguladores se encuentran coactivadores y
correpresores, que generalmente presentan actividad enzimatica intrinseca

implicada en la remodelacion de la cromatina, en las modificaciones
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postraduccionales de otras proteinas, en la iniciacion de la transcripcion,
en la elongacién y splicing del ARNm o en la terminacion de la transcripcién
(figura 4). Algunos de estos correguladores también actian como sitios de
union que facilitan el reclutamiento de otros componentes de la maquinaria

transcripcional 1.

Figura 4. Proteinas modificadoras de la cromatinaimplicadas en laregulacion de
la transcripcion mediada por ERa.

A) En presencia de un agonista (triangulo rojo), el ERa recluta un complejo de
remodelacién de cromatina dependiente de ATP (SWI/SNF) y enzimas modificadoras
de histonas hacia los promotores de los genes de respuesta a estrégenos, por ejemplo
las histonas acetil-transferasas (HAT) p160, CBP, p300 y pCAF. B) Varios cofactores
reprimen la transcripcién mediada por el ERa unido a un antagonista (triangulo verde),
dirigiendo las desacetilasas de histonas (HDACs) a los promotores unidos a ERa.
Modificado de Moggs et al. (21)

Como mencionamos anteriormente, entre los mecanismos regulatorios a
nivel gendmico se encuentra la via “no clasica”, en la cual la union del
ligando al ERa promueve su interaccion con otros factores de transcripcion
como AP-1, Sp1 o NF-kB 1, Los complejos formados por el receptor y estos

factores se unen al ADN por medio de estos ultimos, regulando la actividad
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transcripcional de ciertos genes sin la necesidad de que los mismos
presenten un ERE en sus secuencias reguladoras (figura 5)

| Efa,

GG STAT MF-x8

Figura 5. Factores de transcripcion reclutados en la via no clasica.

Se presentan algunos de los factores a los que se asocia el ERa para mediar su accion,
uniéndose a regiones del ADN de forma independiente de los ERE. Modificado de
Arnal et al., 2017 (1)

c) Bases moleculares de la respuesta tejido-especifica de los ERs

El uso de agentes farmacéuticos dirigido contra el ERa ha revelado la
naturaleza tejido-especifica de las respuestas desencadenadas por el ERa.
Originalmente, estas terapias hormonales contra los tumores mamarios,
que tenian como blanco el ERa, desarrollaban un gran numero de efectos
secundarios en los pacientes tratados, ya que afectaban el funcionamiento
del receptor en todos los tejidos. Por este motivo ha tomado gran relevancia
en la medicina el desarrollo de los farmacos conocidos como Moduladores
selectivos de los ER (SERMs). Los SERMs regulan las funciones del ERa
de forma tejido-dependiente, actuando como agonistas en ciertos tejidos y
como antagonistas en otros. Entre ellos se encuentra el tamoxifeno que
actila como antagonista en el tejido mamario y como agonista en el Utero y
tejido Oseo. La respuesta especifica de cada tejido a los distintos
compuestos estrogénicos esta determinada en parte por los patrones de
expresion de los distintos subtipos de ERs y de sus correguladores,
especificos de cada tipo celular. Los dos subtipos, ERa y ERpB, pueden
mediar funciones distintas dependiendo de la naturaleza de los ligandos

unidos, las modificaciones postraduccionales que presenten y su
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interaccion con distintos cofactores y elementos de respuesta en los

promotores 1021,

Desafortunadamente, algunos tumores mamarios se vuelven resistentes a
la terapia hormonal. En la actualidad, un area importante de investigacion
se centra en dilucidar los procesos que provocan la resistencia a los
farmacos antiestrogénicos, para lo que han planteado dos hipétesis
principales. Una hipétesis plantea que la resistencia es debida a cambios
en los niveles de expresion de cofactores en células resistentes en relacion
a células sensibles al tratamiento 2%. La segunda hipétesis se basa en el
hallazgo de que los tumores de mama con altos niveles de ERa responden
mejor al tratamiento con tamoxifeno. Por lo tanto, la pérdida de la expresion
o de funcionalidad del ERa podria ser una forma de adquirir resistencia al

tamoxifeno 2.

Hoy en dia sabemos que algunos tumores mamarios sensibles al
tratamiento hormonal se vuelven resistentes al mismo cuando sufren un
proceso de transicion epitelio-mesenquimal (TEM), cambiando su fenotipo
de uno epitelial diferenciado a uno mesenquimal (desdiferenciado). Las
células que sufren dicho proceso presentan una reduccion de la actividad
y/o de expresion del ERa y un aumento en la actividad de receptores de

factores de crecimiento 23.

1.3. Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM)

Entre los pacientes con cancer de mama, mas del 90% de las muertes no
son causadas por el tumor primario, sino por el producto de su metastasis
en sitios distantes 24. Por lo tanto, comprender el mecanismo que dirige el
proceso de metastasis en el cAncer de mama es muy importante para su

deteccion temprana y tratamiento eficaz. Los mecanismos precisos que
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estan involucrados en la transicién de un conjunto de células tumorales no
invasivas a células con potencial metastasico aun no son del todo
conocidos. Sin embargo, la acumulacion de evidencia sugiere que un
proceso de transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es uno de los principales

mecanismos implicados en la metastasis de este tipo de cancer 2°.

Este proceso consiste en un conjunto de eventos celulares y moleculares
gue lleva a la transformacion de células epiteliales en células migratorias.
Muy recientemente sin embargo, esta idea simplificada de la TEM como un
“switch” entre estos dos estados alternativos ha comenzado a cambiar por
una mas amplia y compleja que contempla un gradiente de estados
intermedios o parciales, apoyada por una serie de estudios que demuestran
la complejidad y heterogeneidad intrinseca de los distintos tumores y de

sus contextos (figura 6) 6.

Epithelial Mesenchymal
Intact junctions No junctions
Well developed polarity Front-back polarity

Residual apical
—. junctions

Stromal interactions
Residual ECM remodeling

iunctiony/
~ @

GRHL2, OVOL1/2 SNAI1/2 ZEB family, TWIST1 ZEB family, TWIST1
ESRP1/2 SRSF1, RBFOX2
miR200 family, miR34a

Figura 6. Gradiente de estados (fenotipos) durante el proceso de TEM

A medida que las células sufren la transicion de izquierda (epitelial) a derecha
(mesenquimal), estas pierden secuencialmente la polaridad apico-basal, la adherencia
célula-célula, y comienzan a ganar polaridad frontal y aumentan las interacciones con
la matriz. En la parte inferior de la figura se describen los reguladores principales
implicados en el mantenimiento de cada estado. TJ, unidn estrecha; AJ, union
adherente; DS, desmosoma. Modificado de Nieto et al. 2016 (26)
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La TEM fue observada hace algunos afios en las etapas iniciales del
desarrollo embrionario, en donde las células del epitelio embrionario
temprano se internalizan para dar lugar al tejido mesodérmico. En esta
etapa, las células deben desprenderse de las uniones que las mantienen
adheridas con otras células, cambiar su forma y polaridad y migrar hacia
otras regiones del embrién en desarrollo 2527, Por otro lado en organismos
adultos la TEM se encuentra asociada a eventos de cicatrizacion de heridas

o con diversas patologias, como la fibrosis y el cancer 2.

En medicina, un tumor es clasificado como maligno fundamentalmente por
su capacidad de diseminacion hacia otras regiones del organismo, siendo
incapaz de hacerlo en sus etapas iniciales. En el curso de la enfermedad la
masa del tumor se vuelve heterogénea, ya que las células tumorales
primarias acumulan alteraciones genéticas de forma independientemente e
interactian de forma particular con su microambiente local 2°. Como
resultado, en ciertas areas del tumor, un pequefio numero de células
pueden escapar a las reglas del comportamiento celular normal, perdiendo
su adhesion con las células vecinas, migrando e invadiendo localmente el
tejido circundante. En un paso siguiente, el acceso a la circulacidon
sanguinea o los vasos linfaticos conduce a su diseminacion en el cuerpo y
finalmente al restablecimiento en sitios distantes. ElI primer paso
determinante de este proceso es la invasion a través de la membrana basal,
requiriendo de una serie de cambios como las modificaciones en la
polaridad de las células, en las interacciones célula-célula y célula-matriz,
la remodelacion de la matriz extracelular, las modificaciones en el
citoesqueleto y el aumento en la capacidad migratoria *°. Algunos de estos

cambios se resumen en la figura 7.
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Figura 7. Caracteristicas principales de los estados principales de la TEM.

Se resumen las principales caracteristicas que son modificadas durante el proceso de
TEM. En el centro de la tabla de presentan algunos métodos para estudiar cada
caracteristica in vitro. Modificado de Voulgari et al. 2009 (27)

Las células desdiferenciadas durante la TEM pueden revertir esta condicion

y reconvertirse nuevamente en un ti

po epitelial a través de un proceso

inverso conocido como transicion mesenquimo-epitelial (TME), un proceso

asociado a la instalaciéon de metastasis en érganos lejanos (figura 8) 3.
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Figura 8. Secuencia de eventos en la progresion del cancer de mama.

Principales eventos que ocurren en la progresién del cancer de mama. EMT: transicién
epitelio-mesenquimal, MET: transicion mesenquimo-epitelial Modificado de Liu et al.
2016 (37)

a) Marcadores caracteristicos de la TEM en cancer de mama

Se han descrito una serie de marcadores presentes en la mayoria de los
tumores de mama que sufren una TEM. Entre los mas conocidos
encontramos en primer lugar, la E-cadherina, una proteina de superficie
gue permite la adhesion entre células epiteliales 2. La disminucion en la
expresion de E-cadherina es el marcador tipico de células que se
encuentran cursando un proceso de EMT. La supresion de la funcion o
expresion de esta proteina conduce a las células hacia un fenotipo
mesenquimal y produce una mayor migracion e invasion celular. Por lo
general tiene lugar un cambio en el tipo de cadherina expresado en la
célula, pasando de E-cadherina a N-cadherina 32. En segundo lugar, la
proteina CD44, presente en la superficie celular modulando la sefializaciéon

celular al formar complejos con diversos receptores tirosin-quinasa,
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también desempefia un papel importante en la metéstasis del cancer de
mama. Algunos estudios han mostrado un cambio en la expresion de CD44
de la isoforma variante CD44v a la isoforma estandar CD44s durante la
TEM 33, En tercer lugar, la B-catenina es una proteina que se localiza en la
membrana celular de células epiteliales normales y células tumorales no
invasivas. En las células que sufren una TEM, la B-catenina se encuentra
principalmente en el citoplasma o en el nicleo. La localizacién de B-
catenina en el citoplasma es resultado de su disociacion de la E-cadherina.
Posteriormente, la B-catenina transloca al ndcleo e induce la transcripcion
de genes que promueven la TEM 34, Por ultimo, otro marcador de la TEM
es un aumento en la expresion de la vimentina, una proteina que forma
parte de los filamentos intermedios. La vimentina se expresa en sitios de

elongacion celular y se asocia con un fenotipo migratorio 3.

b) Regulaciéon de la induccidn / inhibicion de la TEM

Numerosas investigaciones han mostrado la gran complejidad que
presenta la regulacién de la TEM, proponiendo una regulacion a distintos
niveles, que abarca mecanismos regulatorios mediados por modificaciones
epigenéticas, control a nivel transcripcional mediado por una serie de
factores, splicing alternativo y la regulacion de la estabilidad y localizacion
subcelular de ciertas proteinas (figura 9) 25, A pesar de los esfuerzos para
identificar redes reguladoras comunes a los proceso de TEM que ocurren
en el desarrollo normal y a los que ocurren en procesos patologico, es claro
gue algunas vias pueden ser Unicas para un evento de TEM dado, en un
subconjunto particular de tejido o tumor. La regulacion de la TEM clasica
se centra en la supresion transcripcional de la molécula de adhesion e-
cadherina 3. Los factores de transcripcion que modulan la TEM pueden ser
clasificados en funcién de su capacidad para reprimir la expresion de e-

cadherina de forma directa o indirecta 3’.
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Figura 9. Maquinaria central de regulacion de la TEM

La regulacién de este proceso presenta una gran complejidad y abarca diversos
mecanismos como modificaciones epigenéticas, controles a nivel transcripcional
mediado por una serie de factores, splicing alternativo y regulacién de la estabilidad y
localizacién subcelular de ciertas proteinas. Extraido de Nieto et al. 2016 (26)

Algunos de estos factores de transcripcion son especificos de la TEM como
Snaill, Snail2 (o Slug), ZEB1 (o TCF8/5EF1), ZEB2 (0 SIP1/Zfhx16) y Twist
y otros participan de la regulacién de vias mas generales en procesos
tumorales, como vias activadas por receptores de Her2/Neu en cancer de
mama. Algunos de ellos presentan funciones solapantes y pueden ser
expresados en distintos estados de la TEM, mientras otros son esenciales
en determinadas etapas. En cancer mamario en particular, la participacion
de Snaill parece necesaria en el inicio del proceso de TEM, mientras que

Twist se vuelve esencial durante el establecimiento de este proceso *.
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Otro conjunto importante de reguladores de la TEM lo conforman algunos
microARNs. En cancer de mama, varios microARNs fueron identificados
como inductores o inhibidores de la TEM actuando a través de diferentes

mecanismos 38.

A su vez, como mencionamos anteriormente, otro importante regulador de
la TEM es el ERa. En condiciones normales, la actividad del ERa promueve
la diferenciacion y el fenotipo epitelial. Esto se debe, en parte, a que inhibe
la expresién de los factores de transcripcién antes mencionados (como los
Snail y los ZEB). Existen investigaciones que demuestran que el knock-
down del ERa mediante siRNA en células de cancer de mama ERa+

conducen a una TEMy a un incremento de la migracién celular °.

En udltimo lugar, un mecanismo que ha sido muy estudiado en los ultimos
afios en estrecha relacion con el cancer de mama, es el relacionado la
activacion de la via de sefializacion MKL1/actina. Diversos estudios han
mostrado que un aumento en la actividad de esta via se asocia con una
disminucién en la expresion del ERa y un aumento en la expresion de
factores de crecimiento, mostrando un fenotipo semejante al de células que

atraviesa una TEM.

1.4. Via de seiializacion MKL1 /actina

Entre los mecanismos moleculares involucrados en la pérdida de la
respuesta hormonal, estudios recientes sugieren que el factor de
transcripcion relacionado a la miocardina o MKL1 (“megakaryoblastic
leukemia 1”, también denominado MRTF-A, MAL o BSAC) juega un rol
importante en la progresion del cancer actuando como promotor o supresor

tumoral dependiendo del contexto celular *.
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El factor MKL1 es un miembro de la familia de correguladores relacionados
a la miocardina (MRTF, “myocardin-related transcription factor”), los cuales
se caracterizan por regular la expresion génica sin unirse directamente al
ADN 4. Todos los factores de esta familia se unen como coactivadores al
factor de respuesta al suero (SRF), el cual controla la expresion génica en
diversos tejidos, regulando procesos esenciales relacionados a la
supervivencia celular y la apoptosis #1. La unién del SRF al ADN se da en
secuencias ricas en A/T conocidas como “CArG boxes”, presentes en los

promotores o en regiones intrénicas de los genes blanco 2.

A diferencia de la miocardina cuya expresion se encuentra confinada a los
tejidos cardiovasculares y gastrointestinales, el gen de la MKL1 humana es
expresado en un amplio rango de tejidos y codifica para una proteina de
931 aminoacidos que presenta una estructura modular conformada por
varios dominios funcionales (figura 10) “°. En su extremo N-terminal
presenta varias repeticiones del motivo RPEL (llamado asi por los
aminoacidos que lo conforman), esenciales para la unién a la actina
monomeérica/globular (G-actina) y por tanto su retencion en el citoplasma
43, Adyacente a esta region se encuentra un dominio rico en glutamina (y
por tanto rico en cargas positivas), necesario para su interaccion con el SRF
44 En laregion central de la proteina se encuentra el domino SAP implicado
en algunos efectos relacionados al reordenamiento de la cromatina de
forma independiente del SRF, aunque todavia se comprende parcialmente
4, Por ultimo en la regiéon C-terminal, presenta un dominio de

transactivacion (TAD) importante para la regulacién de la actividad del SRF
39
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Figura 10. Dominios funcionales de los miembros de la familia de factores
relacionados ala miocardina.

En la parte superior se esquematizan los dominios funcionales en la estructura de las
proteinas. En la parte inferior se ejemplifican algunas de las vias de accion de estos
factores, siendo principalmente asociado a SRF, o de forma independiente de SRF
mediante el dominio SAP (todavia poco conocido). Modificado de Sward et al. 2016.

La localizacion subcelular y la actividad transcripcional de MKL1 es
regulada directamente a través de la interaccion con la actina monomérica
por medio de los motivos RPEL. Este mecanismo regulador involucra la
sefalizacion mediada por la GTPasa Rho A que regula la dinamica de la
actina en la célula en respuestas a estimulos extracelulares 46, En células
no estimuladas, la MKL1 se localiza predominantemente en el citoplasma
asociada G-actina. Tras la activacion de RhoA, aumenta la formacion de
filamentos de actina (F-actina), consumiendo el pool G-actina presente en
el citoplasma y en el nucleo. Esto genera la liberacion de la MKL1 de la G-

actina, lo que permite su importacion al nacleo y permitiendo la interaccion
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con el SRF modulando su actividad (figura 11) 4. Por otro lado, se ha
demostrado que la G-actina nuclear facilita la exportacion MKL1 fuera del
nucleo y evita que MKL1 active los genes blanco de SRF. Por lo tanto, la
G-actina celular regula MKL1 en tres niveles: importaciébn nuclear,
exportacion nuclear y activacion / inactivacion nuclear de la transcripcion
dependiente de MKL1 48,

G-actin F-actin

DD:"D:D:ED

:

MKL translocation

[. Figura 11. Esquema de la via Rho/actina/MKL1.
OO0 Sefales extracelulares que activan Rho A llevan a
l la formacién de filamentos de actina, polimerizando

los monbémeros presentes en el citoplasma y
nacleo. De esta forma, se produce la disociacion

Tagln entre la actina y MKL1, lo que permite su
Myh11 translocacion al ndcleo donde interacciona con
Acta2 SRF corregulando la transcripcion de ciertos
and others genes. Modificado de Sward et al. 2016.

En relaciébn con el cancer de mama, se ha descrito que las células
tumorales de epitelio mamario diferenciadas y sensibles al tratamiento
hormonal, exhiben poca o nula actividad de MKL1 3°. Por otra parte, el
proceso de TEM en estas células produce la pérdida de la adhesion entre
células, llevando un aumento en la relacién F-actina/G-actina y en
consecuencia, la activacion de MKL1 °. Estudios recientes demuestran la
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existencia de una estrecha relacién entre la actividad de MKL1 y el ERa #’.
Por un lado, la inhibicibn de la actividad de MKL1 favorece la
transactivacion del ERa a través de su dominio AF-1 mientras que la
activacion de MKL1 inhibe la actividad del ERa a través de su dominio AF-
1, pasando a depender exclusivamente de su dominio AF-2, lo que reduce
drasticamente su eficiencia de transactivacion. Esta reduccion de la
actividad del ERa mediada por MKL1 conduce al escape hormonal (pérdida
de respuesta al E2) y al aumento de la actividad de varios factores de
crecimiento, apoyando el rol de MKL1 como un factor tumorigénico 548,

Esto fue demostrado en gran parte por el Profesor Gilles Flouriot y su
equipo, quienes desarrollaron un modelo basado en tres lineas celulares
derivadas de una linea de cancer mamario (MCF7) que fueron
transfectadas de forma estable para expresar distintas variantes de MKL1
(figura 12) por medio de un promotor inducible por tetraciclina >#*’. Una de
las variantes transfectada presenta una delecion de los primeros 200
aminoacidos del dominio N-terminal (MKL1-AN200) donde se encuentran
los motivos RPEL involucrados en la interaccion con la actina monomeérica.
De esta forma, al ser incapaz de unirse a la actina, ésta variante de MKL1
se encuentra constitutivamente activa en el nucleo, de ahi la denominacion
a la linea celular que la presenta como dominante positiva (D+). Luego del
tratamiento con tetraciclina, esta linea adquiere un fenotipo
correspondiente a células luego de un proceso de TEM. Por otro lado, la
otra variante transfectada presenta deletados los primeros 301
aminoacidos del extremo C-terminal, donde se encuentra el dominio de
transactivacion (TAD). Esta variante se localiza principalmente en el
citoplasma y se comporta como una variante con pérdida de funcién, por
eso el nombre de la linea como dominante negativa (D-). Luego del
tratamiento con tetraciclina, esta linea adquiere un fenotipo

correspondiente a células luego de un proceso de TME. Para completar el
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modelo, se utiliza como control una linea que fue transfectada con un
plasmido vacio (sin ninguna variante de MKL1) que le confiere la resistencia
a los antibiéticos utilizados para la seleccion de estas lineas, Zeocina y

Blasticidina, de ahi su nombre ZB. Esta linea sélo expresa la MKL1

endbgena.
RPEL B Q SAP LZ TAD
MKLT T W I .
200 460 660 8{;0
MKL1 AN200 | | I

MKL1 AC301 [N [TH N |

Figura 12. Representacion esquematica de las variantes de MKL 1.

La regiéon N-terminal de MKL1 contiene motivos RPEL que median la unién a actina.
La variante AN200 carece de estos motivos por lo que no puede unirse actina,
encontrandose constitutivamente activa en el ndcleo, originando el nombre de
dominante positiva (D+) a la linea portadora. Por otro lado, la variante AC301 carece
del dominio de transactivacion por lo que presenta una pérdida de funcion, de ahi la
denominacion de dominante negativa (D-) a la linea que la porta. Modificado de Huet
et al., 2009 (47).

En conjunto, estas tres lineas constituyen un modelo celular que esta
siendo caracterizado en profundidad para ser empleado como
aproximacion experimental de los proceso de TEM y TME; y de esta forma
intentar comprender los cambios celulares y moleculares que ocurren

durante la metastasis del cancer mamario.
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1.5. Objetivos

En el marco de la pasantia, este trabajo tiene como objetivo general,
profundizar en la caracterizacion del modelo de transicion epitelio-
mesenquimal, MKL1-dependiente, conformado por las tres lineas celulares
ZB, D+y D-.

Objetivos especificos

l.  Implementar un método de identificacion/verificacién de la identidad
de las tres lineas celulares mediante deteccion de la expresion de
las variantes de MKL1.

[I.  Estudiar el crecimiento de las tres lineas celulares que constituyen
el modelo de TEM mediante curvas de crecimiento.

[ll.  Analizar el consumo de glucosa y la produccién de lactato, asociado
al crecimiento de las tres lineas celulares, para profundizar en el
conocimiento sobre su metabolismo energético.

IV. Estudiar la actividad del ERa y el efecto de la concentracion de
ligando en la eficiencia de transactivacion del ERa enddgeno en las

tres lineas celulares.
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2. MATERIALES

2.1. Lineas celulares

En esta investigacion se trabaja con un modelo celular de transicion
epitelio-mesenquimal conformado por tres lineas celulares derivadas de la
linea MCF-7 (generada a partir de un carcinoma mamario y que expresa un
ERa funcional, Ne de catalogo ATCC: HTB-22) que fueron transfectadas de
forma estable para expresar distintas variantes de MKL1. Dos de estas tres
lineas, ademas de expresar la MKL1 enddgena, sobreexpresan distintas
variantes de MKL1 por medio de un promotor inducible. La linea MCF7 ZB
(notacion originada por los antibioticos utilizados para la seleccion, Zeocina
y Blasticidina) fue transfectada con el vector vacio el cual les confiere la
resistencia a los antibidticos pero no porta ninguna variante del gen de
MKL1, por lo que esta linea solo expresa la MKL1 endogena. Esta linea es
la que se utiliza como control. La linea MCF7 D+ (notacion que significa
“‘dominante positiva”) fue transfectada de forma estable para sobreexpresar
una forma de la proteina MKL1 en la cual fueron deletados los 200 primeros
aminoacidos del dominio N-terminal (AN200). La linea MCF7 D- (que
significa “dominante negativa”) fue transfectada de forma estable para
sobreexpresar una forma trunca de la proteina MKL1 en la cual fueron
deletados los ultimos 301 aminoacidos del dominio C-terminal (AC301).
Luego de inducida la expresién de las distintas formas de MKL1 con
tetraciclina, las células adquieren diferentes fenotipos que corresponden a
células antes de la transicion epitelio-mesenquimal (control), luego de la
transicion y luego de una transicion inversa o mesenquimo-epitelial,
respectivamente 2">48 Es importante mencionar que las distintas formas
de MKL1 transfectadas en las células originando las lineas D+ y D- estan
fusionadas a un FLAG-tag. De esta forma, mas adelante se describira un
método que permite diferenciar las tres lineas mediante western blot

distinguiéndose las ZB por ausencia de la construccion MKL1-FLAG y las
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D+ y D- por la diferencia de tamafio de las variantes MKL1-FLAG presentes
en cada linea. Las lineas celulares recién descritas fueron proporcionadas
por el Prof. Gilles Flouriot #8. Se cuenta con un banco maestro y un banco
de trabajo de dichas células, ambos realizados en el momento en que
fueron recibidas las células, en la Unidad de Biologia Celular (UBC) del
Instituto Pasteur de Montevideo.

2.2. Medios de cultivo para las lineas celulares

a) Medio de mantenimiento

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco™ GlutaMAX™ con
rojo fenol, suplementado con 10% de suero fetal bovino sin tetraciclina
(SFB) y con los antibidticos de seleccion Zeocina, concentracion final

100 pg/mL y Blasticidina, concentracion final 5 ug/mL.

b) Medio de induccion/transfeccion

DMEM sin rojo fenol, suplementado con 2,5% de SFB charcoal-stripped,
1% de piruvato y 1% L-glutamina. A este medio se le agrega tetraciclina en
una concentracion final de 1 pg/mL para inducir la diferenciacion celular. El
suero charcoal-stripped se encuentra depletado de componentes lipidicos
incluyendo hormonas, retinoides y acidos grasos ligandos de receptores
nucleares. Es necesario utilizar este suero como medio de transfeccion
para que estos compuestos no interfieran en las medidas de actividad del
ERa 49,

2.3. Vectores

El pldsmido ERE-tk-luc utilizado en el ensayo de genes reporteros contiene

el gen de luciferasa (luc) regulado por una copia del elemento de respuesta
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a estrégeno (ERE) del gen de la vitelologenina de Xenopus y el promotor
de la timidin-quinasa (tk) del virus del “herpes simple” en posicion up-
stream (-150 a +50) 5951,

El plasmido pCMV SPORT-Bgal que se usa para normalizar la expresion
de luciferasa contiene el gen de la B-galactosidasa (3-gal) de E. coli clonado
como un fragmento Not | en el plasmido pCMV SPORT1. El gen B-gal es
controlado por un promotor de Citomegalovirus (CMV) en posicién up-
stream, seguido por el t-intrbn SV40 y la sefial de poliadenilacion. El
plasmido también contiene el gen de la B-lactamasa que confiere
resistencia a la ampicilina para la seleccion de las bacterias transformadas

52 (el mapa del plasmido se muestra en el anexo).

2.4. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en los distintos ensayos con sus caracteristicas

y las diluciones respectivas se describen en la siguiente tabla.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en la investigacién. Se detallan algunas caracteristicas
de los mismos.

Anticuerpos Fabricante Origen Caracteristicas Dilucion
Anti-ERa (F-10) Lab. Sta Cruz  Ratén Monoclonal 1:200
%]
o .
3 Anti-FLAG (OctA- Lab. Sta Cruz  Ratén Monoclonal 1:800
£  Probe (G-8))
5=
~ Uni ity of
Anti-B-tubulina E7 nversity o Ratén Monoclonal 1:80
Iowa
8 Anti-IgG de ratén Promega - Conjugado a HRP 1:2000
t:
=
5)3 Anti-IgG de conejo Promega - Conjugado a HRP 1:2000

33



3. METODOS

3.1. Condiciones de cultivo de las lineas celulares para los
distintos ensayos

A continuacién se detallan las distintas condiciones de cultivo que fueron

utilizadas para cada ensayo:

a) Condiciones de mantenimiento

Crecimiento en monocapa (adherentes) en botellas T25 o T75, conteniendo
5y 13 mL de medio de mantenimiento (ver Materiales) respectivamente, en
una estufa a 37°C con atmdésfera controlada con 5% de dioxido de carbono.

b) Curva de crecimiento, consumo de glucosa / produccion de lactato

El procedimiento que se describe a continuacion se llevo a cabo dos veces
de forma independiente, una vez para obtener los valores de la curva sin
induccion y la otra para obtener los valores de la curva con induccion con
tetraciclina. La Unica diferencia fue el agregado de tetraciclina al medio de

induccion en el segundo caso.

Partiendo de una botella T75 de cada linea celular con un crecimiento no
mayora al 80% de confluencia (necesario para que las células se
encuentren en fase exponencial, porcentajes mayores de confluencia
podrian generar una fase lag prolongada obteniendo curvas con
crecimientos muy bajos) las células se tripsinizan con 1,5 mL de tripsina 1X
y luego se neutraliza la tripsina con 1,5 mL de medio de mantenimiento. Se
hace un recuento por triplicado en camara de Neubauer y se transfiere a
un tubo Falcon de 50 mL el volumen de células necesario para sembrar

2 x 10° células en 21 pozos (4,2 x 10° células) en placas de 12 (en la
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préactica se siembran 18 pozos y el volumen restante correspondiente a 3
pozos se utliza para hacer el recuento a tiempo O y para tomar el
sobrenadante para el analisis de glucosa y lactato, pero para los céalculos
lo consideramos de ese modo). Luego se centrifuga a 1000 g por cinco
minutos para eliminar todo el medio y se resuspenden en 21 mL de medio
de mantenimiento fresco para tener una concentraciéon final de 2x10°
células/mL. Se siembran 18 pozos de placas de 12 con 1 mL de la
suspension. De los 3 mL restantes se toman muestras para realizar un
recuento por triplicado considerando dichos valores como el nimero de
células para el dia 0 (d,) y luego se reparten en tres tubos Eppendorf. Se
centrifugan a 2000 rpm por cuatro minutos para precipitar las células y los
sobrenadantes se transfieren a tres tubos Eppendorf nuevos, que se
conservan a -20°C hasta que se realizan las mediciones de glucosa y

lactato. Las placas se guardan en la estufa.

Al dia siguiente se transfiere el medio de los tres primeros pozos de la placa
a tres tubos Eppendorf, se centrifugan a 2000 rpm por cuatro minutos y el
sobrenadante se transfiere a tres tubos Eppendorf nuevos que se
conservan a -20°C hasta que se realizan las mediciones de glucosa y
lactato. En los tres pozos donde se retir6 el medio se agregan 0,5 mL de
PBS 1X por las paredes del pozo, se agita la placa muy suavemente, se
retira el PBS y se agregan 400 uL de tripsina 1X. Se lleva la placa a la
estufa por seis minutos y a continuacion se agrega 400 uL de medio de
mantenimiento para neutralizar la tripsina. Se homogeiniza cada pozo por
unos segundos con la pipeta y se transfieren las células de los pozos
tripsinizados a tres tubos Eppendorf para hacer el recuento del dia 1. A
continuacion se realiza el cambio de medio de mantenimiento a medio de
induccién, con o sin el agregado de tetraciclina, para los ensayos con o sin
induccién respectivamente. Se retira el medio de todos los demas pozos

gue no fueron tripsinizados, se lavan con 0,5 mL de PBS 1X, se retira el
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PBS, se agrega 1 mL de medio de induccién sin tetraciclina, en el caso de
la curva de crecimiento sin induccién, o con una concentracion final de
1 ug/mL de tetraciclina para el caso de la curva de crecimiento con

induccion y se vuelve a guardar la placa en la estufa.

Al otro dia y para los dias siguientes hasta completar toda la curva, el
procedimiento a seguir es el que se describe a continuacion. Se transfiere
el medio de tres pozos a tres tubos Eppendorf y se centrifugan a 2000 rpm
por cuatro minutos. El sobrenadante se transfiere a tres tubos nuevos que
se conservan a -20°C hasta que se realizan las mediciones de glucosa y
lactato y los tubos Eppendorf con las células que sedimentaron se
conservan para juntarlas con las células que son tripsinizadas a
continuacion. En los tres pozos donde se retiro el medio se agregan 0,5 mL
de PBS 1X por las paredes del pozo, se agita la placa muy suavemente, se
retira el PBS y se agregan 400 uL de tripsina. Se lleva la placa a la estufa
por seis minutos y a continuacion se agrega 400 uL de medio de
mantenimiento para neutralizar la tripsina. Se homogeniza cada pozo por
unos segundos y se transfieren las células de los pozos tripsinizados a los
tres tubos Eppendorf que se conservaron anteriormente con las células
precipitadas para hacer el recuento del dia correspondiente (dia 2 y los
siguientes dias). Por ultimo, las placas se vuelven a guardar en la estufa

para continuar con la curva los dias siguientes.

c) Determinacion de la actividad transcripcional del ERa endégeno

La actividad del ER se estudia empleando genes reporteros. Para
determinar la actividad de transactivacion directa del ERa (via clasica), se
transfectaron las células con un vector conteniendo una construccion del
gen de la luciferasa controlado por el promotor de la timidin-quinasa (tk) y
un elemento de respuesta a estrogenos (ERE) (se describe en Materiales,
notacion del vector “ERE-tk-luc”). Para normalizar los niveles de actividad
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luciferasa, ademas de agregar el plasmido conteniendo las distintas
construcciones se cotransfecta, en todos los casos, con el plasmido pCMV
SPORT-Bgal que contiene el gen de la enzima B-Galactosidasa bajo el
control de un promotor de Citomegalovirus (CMV) (se describe en

Materiales).

Para la determinacion del efecto de la concentracion de ligando en la
actividad de transactivacion directa del ER se realiza una curva de
estimulacion con seis diluciones seriadas de 17 -estradiol (E2) y un control
con etanol, para cada una de las tres lineas. Para ello se siembra una placa
estéril de 24 pocillos con 1x10° células/pozo de cada linea y se completa
hasta un volumen final por pozo de 0,5 mL con medio de mantenimiento
(sin antibidticos). Luego de transcurridas 24 horas de incubacion se retira
el medio de todos los pocillos, se hace un lavado con 0,5 mL de PBS 1Xy
se adiciona 0,5 mL por pocillo de medio de induccién con 1 ug/mL de
tetraciclina. A continuacion se realiza la cotransfeccion de las células con
300 ng del plasmido ERE-tk-luc'y 200 ng del plasmido pCMV SPORT- Bgal
utilizando el reactivo jetPEI (Polyplus transfection) de acuerdo a lo indicado
en las instrucciones del fabricante. Transcurridas 48 horas de la induccion
con tetraciclina, se retira el medio de todos los pocillos y se agrega 0,5 mL
de medio de induccion conteniendo distintas concentraciones de E2 o una
diluciéon 108M de etanol (como control). Para preparar la curva de E2, se
parte de una solucién stock de E2 10~* M y se realizan seis diluciones
seriadas en el medio de induccion: 1078M,107°M,1071°M, 10711 M,
10712M,10713M, las cuales se aplican a tres pocillos diferentes (triplicados).
Al dia siguiente se extrae el medio, se lava con 0,5 mL de PBS 1X, se
agrega 100 uL del Reporter Lysis Buffer 1X (Promega) y se llevan las

placas a -80°C por al menos 1 hora (para favorecer la lisis).
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3.2. Verificacion de la identidad de las tres lineas celulares

Para llevar a cabo la verificacion de la identidad de las lineas celulares se
siembran dos botellas T25 con 1x10° células de cada linea y se agrega un
volumen de medio de mantenimiento hasta un volumen final de 5 mL (sin
los antibidticos de seleccion). Al dia siguiente, se retira el medio de
mantenimiento de todas las botellas y se agregan 2 mL de PBS 1X y se
agita suavemente para lavar las células y a continuacion se agregan 5 mL
de medio de induccién en cada botella. A su vez, en una de las dos botellas
de cada linea se le agrega tetraciclina para una concentracion final de
1ug/mL y se llevan las botellas a la estufa. Luego de 48 horas de
incubacion (con o sin tetraciclina), se procede a preparar los lisados
celulares. Se retira el medio de todas las botellas, se hace un lavado rapido
con 2 mL de PBS 1X y se agregan 300 uL del Reporter Lysis Buffer
(Promega) por botella; posteriormente se guardan las botellas a -80°C por
24 horas. Al dia siguiente se descongelan las botellas y con la ayuda de un
rastrillo estéril se homogenizan los lisados celulares para luego transferirlos
a tubos Eppendorfs para realizar una centrifugacion corta y asi eliminar los
restos celulares. Al mismo tiempo se prepara un SDS-PAGE 8% (se utiliza
este porcentaje de poliacrilamida para poder resolver bien las distintas
formas de MKL1-FLAG ya que poseen altos pesos moleculares) que luego
se carga con 30 uL de los extractos proteicos en cada pocillo, previamente
diluidos en buffer de carga 6X y calentados a 90°C por 2 minutos.
Posteriormente, se realiza la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa para llevar a cabo un western blot siguiendo el procedimiento
gue se describe mas adelante en el punto 7 de este mismo apartado. Para
detectar las proteinas en la membrana se utiliza una dilucién 1:800 en
solucion de bloqueo del anticuerpo anti-FLAG “OctA-Probe (G-8)”

(Laboratorio Santa Cruz, monoclonal de ratén, ver Materiales).
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3.3. Medidas de glucosa y lactato en los sobrenadantes del
cultivo y curva de crecimiento

Las medidas de glucosa y lactato se realizan a partir de los sobrenadantes
gue se extrajeron por triplicado de los pozos de la curva de crecimiento de
las tres lineas celulares de los distintos dias y que fueron conservados a -
20°C. Para dichas medidas se utiliza el Bioanalyzer 4 (Nova Biomedical) un
equipo que presenta dos electrodos, uno con una membrana que contiene
la enzima glucosa oxidasa para medir la glucosa presente en la muestra y
el otro con una membrana que contiene la enzima lactato oxidasa para
medir el lactato. El equipo determina el valor de glucosa y lactato, y los
expresa en g/L. Para poder comparar en términos cantidades consumidas

y producidas en cada caso, se convierten los valores de g/L a mM.

A su vez, para comparar el consumo de glucosa o la produccion de lactato
entre las tres lineas en las distintas condiciones es necesario contemplar el
namero de células viables que consumen glucosa o producen lactato
durante un determinado periodo de tiempo. Para ello se utiliza el concepto
de velocidades especificas de consumo de glucosa y produccion de lactato.
De esta forma, se calcula el consumo o la produccion acumulada de
glucosa y lactato respectivamente y se grafican respecto a la “Integral de
Células Viables o ICV”, de cuya grafica se extrae la pendiente que se
corresponde con la velocidad especifica de consumo de glucosa o
produccion de lactato en cada caso. El consumo o la produccién acumulada
de glucosa o lactato se calcula como

[Glucosa o Lactato], — [Glucosa o Lactato],,
donde t, significa el primer tiempo en que se midio el lactato y t,, significa
cualquier tiempo mayor al tiempo inicial. Por otra parte, recurrimos al
concepto de ICV o “Integral de Células Viables” para contemplar el nimero

de células que consumieron o produjeron glucosa o lactato
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respectivamente en determinado periodo de tiempo. Este concepto se
describe con mayor detalle en Zhang, Wen, & Yang, 2011 > en donde se
plantean calcular la productividad especifica de cada célula. Poniéndolo en
términos mas sencillos, los autores de este capitulo presentan el concepto
de ICV como: “la capacidad de produccion de la fabrica de células” es decir
“¢Cuantos trabajadores hay? (;Cuanto tiempo trabajan? EI producto
sumado de estos dos factores indica la capacidad de produccion de un

cultivo celular.” La forma matematica de expresar el ICV,
t
ICV = f Xdt
o
donde X es el numero de células viables y t el tiempo de cultivo.

3.4. Cultivo de bacterias, preparacion de células competentes
y transformacion

Para la propagacion de los vectores utilizados en el ensayo de genes
reporteros, se utiliza la cepa de Escherichia coli DH5a. Los cultivos se
realizan en medio LB, a 37°C, con agitacion a 200 rpm. Para la seleccion
de las bacterias una vez transformadas se utiliza ampicilina en una
concentracion final de 50 ug/mlL (los plasmidos utilizados presentan los

genes de resistencia a ampicilina).

Preparacion de células competentes y su transformacion

Se utiliza el método de quimiocompetencia por tratamiento con cloruro de
calcio (CaCl,) siguiendo el protocolo que se describe brevemente a
continuacién. En condiciones de esterilidad, a partir de un stock de
bacterias DH5a se siembra una placa de LB-agar y se deja creciendo
overnight en la estufa a 37°C. Al otro dia se pica una colonia con un tip y
se inocula un tubo que contiene 3 mL de LB estéril y se incuba overnight

en un shaker a 37°C y 200 rpm. Al otro dia se inocula un tubo que contiene
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3 mL de LB estéril con 20 uL del cultivo de bacterias que se mantuvo
incubando overnight. Se dejan crecer las células por 4 horas a 37°C con
agitacion, se transfiere 1 mL de este cultivo a un tubo Eppendorf estéril y
se deja enfriar en hielo por 10 minutos. Se colectan las células
centrifugando a 4000 rpm, a 4°C por 2 minutos. Se descarta el
sobrenadante con cuidado de no distorsionar el precipitado. Se
resuspenden las células en 1 mL de una solucion de CaCl, 100 mM
enfriado previamente. Se vuelve a centrifugar las células a 4000 rpm, a 4°C
por 5 minutos. Se descarta el sobrenadante con cuidado de no distorsionar
el precipitado. Se resuspenden las células en 100 uL de una solucion de
CaCl, 100 mM enfriado previamente. Por ultimo, se incuban en hielo por 30
minutos previo a la transformacion o se conservan a -20°C para utilizar al
dia siguiente (la competencia desciende con el transcurso del tiempo, no
se recomienda su uso posterior a las 48 horas de efectuada la

guimiocompetencia).

Para la transformacion de las bacterias, se incuban los 100 uL de células
competentes (mencionados en el parrafo anterior) con 2 ul de ADN
plasmidico (con una concentracion entre 50 y 300 ng/uL) en hielo por 20
minutos. Se calienta la mezcla a 42°C por 90 segundos en el Accublock y
se vuelve a poner en hielo por 2 minutos. Se agregan 200 uL de medio LB
estéril sin ampicilina y se incuban a 37°C con agitacién por 30 minutos. Se
plaquean 100 ulL de las bacterias transformadas con ayuda de un rastrillo
estéril, en placas con medio selectivo LB-Agar con ampicilina y se dejan
incubar toda la noche a 37°C. A partir de estos cultivos se generan stocks
de las bacterias transformadas con los distintos plasmidos, que se guardan
en DMSO 7%(v/v) a -80°C.
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3.5. Purificacion del ADN plasmidico, cuantificacion y control
de calidad

A partir de los cultivos de bacterias transformadas en medio LB,
mencionados en el punto anterior, se realiza la extraccion y purificacion de
los plasmidos utilizando el “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo). El
protocolo de extraccién se basa en el método de aislamiento de ADN
plasmidico por lisis alcalina. Se determina la concentracion del ADN
plasmidico obtenido de la purificacibn mediante espectrofotometria,
midiendo la absorbancia a 260 nm por triplicado. Para verificar la calidad
de la extraccion y el estado de los plasmidos se realiza una electroforesis
en gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X, y se revela con el colorante “SYBR

safe” con la ayuda de un transiluminador (UV).

3.6. Determinacion de la actividad transcripcional del ER«a
mediante genes reporteros

Los ensayos de actividad se realizan de acuerdo a lo descrito en

Fernandez-Calero, Flouriot, & Marin, 2016 °4.

En forma resumida, en primer lugar se transfectan las células con los
distintos genes reporteros segun se describe en el apartado “Cultivos
celulares”. Las células se colectan en 100 uL de Reporter Lysis Buffer 1X
(Promega) por pozo. A continuacion las células se almacenan a -80°C por
lo menos durante 1 hora; el lisado celular se transfiere a un tubo Eppendorf
y se centrifuga a 6000 g por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se transfiere
a un tubo nuevo y a partir de este se realizan los ensayos de actividad

luciferasa y galactosidasa (ver figura 13).

La medida de actividad luciferasa se realiza por deteccion de luz emitida

por la reaccion enzimatica utilizando el kit “Luciferase Assay System”
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(Promega) y un luminémetro. Para ello se transfiere 20 ul de cada
sobrenadante a un pocillo de una placa de 96 pocillos con fondo opaco
(importante ya que la sefial de luminiscencia de los pocillos adyacentes
podria interferir con la sefial que esté siendo medida). Luego se agrega 40
uL del reactivo de luciferasa por pocillo a toda una columna de la placa y
se mide inmediatamente la intensidad de luz con el lumindbmetro (ya que
esta decae rapidamente). Y de esta forma se prosigue de a una columna
de la placa a la vez, hasta completar todas las medidas.

La medida de actividad beta galactosidasa se realiza por deteccion de color
utilizando un sustrato que genera un producto coloreado y cuantificando la
absorbancia a 405 nm con un lector de placas. Para ello se transfieren 60
uL de cada sobrenadante a un pocillo de una placa transparente de 96
pocillos. Luego se agregan 200 uL del mix previamente preparado para el
ensayo de B-galactosidasa (ver anexo) a cada pocillo. También se agregan
200 uL a 3 pocillos vacios para usar como blanco del experimento. Se
incuba la placa a temperatura ambiente hasta que comienza a aparecer un
leve color amarillo (generalmente alcanza con un par de minutos) y se mide

la absorbancia a 405 nm en un lector de placas.

Para expresar los valores de actividad transcripcional directa del ER,
primero se determina la actividad galactosidasa para cada condicion (es
decir para las distintas concentraciones de estradiol) restando la
absorbancia promedio del blanco a cada una de las medidas. A
continuacion, se normalizan los valores de actividad luciferasa de cada
condicion respecto a los valores correspondientes de actividad
galactosidasa obtenidos en el punto anterior. Se promedia el valor de
actividad (normalizada) de los triplicados para la condicién sin estradiol y
se expresa la actividad luciferasa normalizada de cada réplica y para cada

condicion como “fold increase” respecto a este valor promedio de actividad
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de la condicion sin estradiol. Por ultimo se promedian los valores de “fold
increase” de los triplicados de los cuatro experimentos independientes (es
decir un n =12 para cada condicion) y se grafica el “fold increase”
promedio con su desviacion estandar correspondiente para cada condicion

respecto a la concentracion de ligando.

Cell transfection
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Figura 13. Esquemade los puntos més importantes del protocolo paraladeterminacion
de la actividad transcripcional del ER mediante genes reporteros.

Extraido de Fernandez-Calero et al. (2016) (54)
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3.7. Western Blot

Para realizar el western blot primero se agrega a cada muestra un volumen
adecuado de buffer de muestra 6X (Sample Buffer, ver Anexo) y de PBS
1X de ser necesario y se calientan a 90°C entre 3 y 5 minutos. Se dejan
enfriar por unos minutos y se siembran en un gel de SDS-PAGE 8% o0 10%
de poliacrilamida (se indica en cada caso), junto con un marcador de peso
molecular pre-tefiido (ver Anexo). Se completa la cuba con buffer de corrida
(ver Anexo), se cierra el dispositivo para la electroforesis y se corre a 90 V
hasta que el frente de corrida llega a la interfaz entre el gel concentrador y
el gel separador, en este punto se aumenta el voltaje a 160 V y se deja
migrar hasta ver el frente de corrida a medio centimetro de salir del gel. Se
desarma el dispositivo de electroforesis y se monta el gel junto con una
membrana de nitrocelulosa en el cassette que se utiliza para realizar la
transferencia de las proteinas a la membrana, de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (BioRad). La transferencia se realiza en el buffer
de transferencia (ver Anexo) refrigerado (para evitar el calentamiento del
buffer) a 400 mA por una hora. Se retira la membrana del dispositivo con la
ayuda de unas pinzas y se la incuba en solucion de bloqueo (ver Anexo)
overnight a 4°C. Se retira la solucién de blogueo, se hace un lavado rapido
con TBST (ver Anexo) y se incuba con el anticuerpo primario (las diluciones
se hacen en solucién de blogueo) a temperatura ambiente, con agitacion a
200 rpm por una hora. Se retira el anticuerpo primario (las diluciones
Optimas se describen en la tabla de anticuerpos en el apartado de
Materiales) y se realizan varios lavados con TBST (un total de 50 minutos
de lavados). Luego, se incuba la membrana con el anticuerpo secundario
(anti-mouse o anti-rabbit dependiendo del anticuerpo primario que fue
utilizado, ver Materiales) por 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion
a 200 rpm. Se retira el anticuerpo secundario y se realizan varios lavados

con TBST (un total de 50 minutos de lavados). Finalmente se visualiza por
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guimioluminiscencia incubando la membrana con el reactivo ECL (Thermo)

durante un minuto, colocandola en el G-Box (Syngene) para su deteccion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciona en los objetivos, este trabajo se centré en la
caracterizacion del modelo de transicion epitelio-mesenquimal (TEM)
MKL1-dependiente, basado en tres lineas celulares derivadas de MCF7.
Se presentaran en primer lugar los resultados de la puesta a punto de un
método basado en el analisis por western blot para verificar la identidad de
cada una de las tres lineas celulares. En segundo lugar, se presentara el
estudio sobre el crecimiento de las tres lineas que comprenden el modelo,
realizado mediante curvas de crecimiento, y en paralelo la determinacion
del consumo de glucosa y la produccion de lactato asociado a dicho
crecimiento. Por ultimo, se mostrara el estudio de la actividad
transcripcional del ERa enddgeno llevado a cabo mediante medidas de

actividad luciferasa en las tres lineas celulares.

4.1. Puesta a punto del cultivo de las tres lineas celulares

Las tres lineas celulares que constituyen el modelo expresan distintas
formas de la proteina MKL1 cuando se inducen con tetraciclina por medio
de un promotor inducible. Luego de ser inducidas, las células adoptan
diferentes fenotipos correspondientes a células antes de la transicion
epitelio-mesenquimal (ZB, control), luego de la transicién (D+) y luego de

una transicion inversa o mesenquimo-epitelial (D-).

Las condiciones de cultivo de estas lineas celulares, ya fueron descritas
previamente °. Las células crecen en monocapa, con relativa
homogeneidad sobre toda la superficie del recipiente donde son
mantenidas y con un ritmo moderado pero constante, semejante al de otras
lineas celulares frecuentemente utilizadas. Cuando las células son
mantenidas sin inducir, el crecimiento de las tres lineas es relativamente

parejo, siendo la linea ZB la que presenta un crecimiento levemente mas
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72 hs de crecimiento

120 hs de crecimiento

acelerado que las otras dos (D+ y D-). De la misma forma, en ausencia de
tetraciclina, la viabilidad celular determinada mediante exclusion del
colorante azul tripan (por observacion al microscopio), se mantuvo en
valores entre el 90 y el 100% para las tres lineas. Por otro lado, cuando las
células fueron tratadas con tetraciclina, observamos un mayor nimero de
células muertas en la linea D+ en comparacién con las otras dos lineas
(figura 14).

MCF7 ZB

Con Induccion Sin Induccion

Con Induccion

Figura 14. Lineas celulares MCF7 (ZB, D+ y D-)

Cultivos en monocapa de las tres lineas celulares que componen el modelo a las 72
horas de crecimiento en ausencia (fila superior) y presencia (fila central) de tetraciclina
y alas 120 horas de crecimiento en presencia de tetraciclina (fila inferior). En el angulo
derecho de las figuras de los cultivos a las 72 horas con y sin induccidén se muestran
secciones de cultivo a mayor aumento. Las flechas blancas sefialan las protuberancias
gue aparecen en mayor nimero en la linea D+.
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En cuanto a la morfologia, si bien no se realizaron estudios especificos con
este propésito, cabe mencionar a modo de observacion que, una vez
inducidas, las células de la linea D+ presentan un mayor numero de
protuberancias de tamafio pequefio y forma irregular en la superficie celular
(ver flechas blancas en la figura 14), ademas de presentar un mayor
tamafio en comparacion con las células de las lineas ZB y D-
(observaciones realizadas al microscopio 6ptico).

4.2. Verificacion de la identidad de las tres lineas celulares

Con el fin de corroborar la identidad de las tres lineas, se puso a punto un
método relativamente rapido que permite distinguir las tres lineas celulares
por medio de un western blot (ver el procedimiento completo en el apartado
de Métodos).

Como se describio antes, las tres lineas celulares fueron transfectadas para
expresar distintas variantes de la proteina MKL1 fusionada al FLAG-tag. La
linea MCF7 ZB fue transfectada con un vector vacio, por lo que no
sobreexpresa ninguna variante de MKL1. La linea MCF7 D+ fue
transfectada de forma estable para sobreexpresar una variante de la
proteina MKL1 en la cual fueron deletados los primeros 200 aminoacidos
del dominio N-terminal (AN200) y se encuentra fusionada al FLAG-tag. La
linea MCF7 D- fue transfectada de forma estable para sobreexpresar una
forma trunca de la proteina MKL1 en la cual fueron deletados los ultimos
301 aminoacidos del dominio C-terminal (AC301), también fusionada al
FLAG-tag. Una vez inducida su expresion por tetraciclina, las distintas
variantes de MKL1-FLAG pueden ser detectadas mediante western blot
utilizando un anticuerpo especifico anti-FLAG. De esta forma, es posible
diferenciar las tres lineas, la ZB por ausencia de la construccion MKL1-

FLAG y las D+ y D- por la diferencia de tamafio de las construcciones (la
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D- presenta 101 aminoacidos menos que la D+). Este método fue descrito
por primera vez en Flouriot et al., 2014 8,

En forma resumida, para verificar de la identidad de las lineas celulares se
sembraron dos botellas T25 de cada linea. Al dia siguiente, se retiro el
medio de mantenimiento de todas las botellas y se agregé medio de
induccion. A su vez, en una de las dos botellas de cada linea se agregé
tetraciclina. Luego de 48 horas de incubacién (con o sin tetraciclina), se
procedio a preparar los lisados celulares. Se retir6 el medio de todas las
botellas, se hizo un lavado con PBS, se agrego el Reporter Lysis Buffer
(Promega), y luego se guardaron las botellas a -80°C por 24 horas. Al dia
siguiente se descongelaron las botellas. Con la ayuda de un rastrillo estéril
se homogeneizaron los lisados celulares y luego se transfirieron a tubos
Eppendorfs para realizar una centrifugacion corta y eliminar los restos
celulares. Se realiz6 una electroforesis en SDS-PAGE 8% y se sembraron
los extractos previamente diluidos en buffer de carga y calentados a 90°C.
Posteriormente se realizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa
como se describe en los Métodos, y se revel6 empleando un anticuerpo
anti-FLAG. Se optimizaron las concentraciones del anticuerpo OctA-Probe
(G-8) del Laboratorio Santa Cruz (monoclonal, obtenido de raton, ver

Materiales) asi como los tiempos de incubacion y de revelado.

De acuerdo a lo descrito, se esperaba obtener la ausencia de la banda de
la construccion MKL1-FLAG para la linea ZB mientras que para las lineas
D+ y D- se esperaba observar bandas de distintos pesos moleculares
debido a las deleciones que presenta cada forma de MKL1-FLAG en estas

dos lineas.
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Figura 15. Identificacion de las tres lineas celulares mediante western blot

Extractos proteicos de las lineas MCF7- ZB, D+, D-, sin inducir e inducidas con
tetraciclina, son analizados mediante western blot, y revelados con anti-FLAG.

De acuerdo a lo observado en la figura 15 corroboramos la identidad de las
tres lineas celulares. A su vez, los resultados muestran que la expresion de
MKL1-FLAG en las lineas D+ y D- es mucho mayor en las células tratadas
con tetraciclina respecto a las no inducidas, tal como se esperaba. De
todas formas en el western blot se detecta una banda muy tenue que
corresponde a una muy baja expresion de las variantes de MKL1-FLAG en
ausencia de tetraciclina. Esto podria deberse a la presencia de trazas de
tetraciclina en los sueros utilizados para el cultivo (aunque se utilizaron
especialmente sueros comerciales sin tetraciclina) o a un “leacking” del
sistema de expresion. Si bien esto no es relevante para nuestro objetivo,
debemos tenerlo en cuenta. Por otro lado, en cuanto a la diferencia de
tamafo observada entre las bandas obtenidas en D+ y en D- pareceria que
es mayor a 9.4 kDa que es lo esperado para la diferencia de aminoacidos
entre las variantes de MKL1 presentes en D+ y D-. El Profesor Flouriot

menciond haber obtenido resultados similares 48.

En suma, los resultados obtenidos del western blot fueron concluyentes,
permitiendo diferenciar facilmente las tres lineas celulares. Cabe destacar
gue se trata de un método sencillo y que resulta de gran utilidad en el

laboratorio, ya que el manejo simultaneo de varias lineas celulares,
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ensayos en diferentes condiciones y las réplicas, implican también un

mayor riesgo de confusién, siendo fundamental poder verificar.

4.3. Curvas de crecimiento celular

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de este modelo celular
estudiamos el crecimiento de las tres lineas celulares que componen el

modelo, en presencia o ausencia de tetraciclina.

Para cumplir con este objetivo se realizaron dos curvas de crecimiento de
144 horas de duracion (equivalente a 6 dias de crecimiento), en una de las
cuales las células fueron tratadas con tetraciclina. El procedimiento
detallado se describe en el apartado de Métodos. Muy brevemente, se
sembraron placas de 12 pocillos con células de cada una de las tres lineas.
Al dia siguiente se realizo el cambio de medio de mantenimiento por medio
de induccion con tetraciclina (para la curva con induccién) y se mantuvieron
en el mismo hasta el dltimo dia del experimento. Para hacer el recuento del
namero de células viables y células muertas por dia, se tripsinizan las
células de tres pozos de cada linea (triplicados), luego se tifieron las células
con azul tripan y se contaron en camaras de Neubauer. De esta forma se
obtuvo el numero de células viables por dia y se determiné el porcentaje de
viabilidad (figura 16). Al mismo tiempo los sobrenadantes recuperados de
cada pozo, se guardaron a -20°C para luego medir la concentracién de

glucosa y lactato.
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Figura 16. Curvas de crecimiento celular.

En el eje izquierdo se grafican los valores de células viables medidos hasta las 144
horas de crecimiento para A) células ZB, D+, D- sin inducir y B) células ZB, D+, D-
inducidas con 1 ug/mL de tetraciclina (ZB circulo verde, D+ cuadrado azul y D- triangulo
rojo). Los signos vacios en gris corresponden a la viabilidad graficada en el eje de la
derecha (ZB circulo, D+ cuadrado y D- tridngulo). La flecha gris sélida indica el
momento en el que se realizé el cambio de medio de mantenimiento al medio de
induccién sin tetraciclina (A) o con tetraciclina (B). La flecha roja vacia indica el inicio
de las medidas de concentracion de glucosa y lactato (24 horas post-induccién). Las
barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados experimentales.

Estos resultados muestran que el crecimiento de las células de la linea ZB
se encuentra levemente aumentado respecto a las otras dos lineas. Por
otro lado, se observa que la viabilidad de las D+ desciende cuando son
tratadas con 1 ug/mL de tetraciclina, en comparacion con la de las otras
dos lineas que se mantiene cercano al 90%, lo que confirma las
observaciones realizadas anteriormente. Este descenso en la viabilidad
celular de la linea D+ resulta interesante ya que estas células, una vez
inducidas con tetraciclina, son las que sufren el proceso de transicion
epitelio-mesenquimal tendiendo a adoptar un fenotipo con mayor
capacidad para migrar. Seria importante determinar si este efecto es debido
al propio proceso de transicion por el cual las células sufririan un proceso

de muerte conocido como “anoikis” asociado al estrés que atraviesan al
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desprenderse de la matriz extracelular, o si se relaciona con un efecto
particular de la tetraciclina en estas células. En este mismo sentido, seria
interesante estudiar el mecanismo involucrado en el proceso de muerte
celular que esté ocurriendo en dichas células. Estos aspectos exceden los
objetivos planteados para este trabajo pero seran explorados en un futuro.

4.4. Determinacion del consumo de glucosa y produccion de
lactato

Para profundizar en la comprension del metabolismo energético de nuestro
modelo celular, realizamos medidas de concentracion de glucosa y lactato
en los sobrenadantes del cultivo, que fuimos recuperando durante el
estudio del crecimiento. Para ello utilizamos el Bioanalyzer 4 (Nova
Biomedical), un equipo que cuenta con dos electrodos de membrana, uno
especifico para cada analito. De esta forma, se midio la concentracion de
glucosa y lactato de los sobrenadantes de los tres pozos (triplicados) que
fueron extraidos cada dia durante el crecimiento de cada una de las tres
lineas (un total de 45 muestras). Esto fue realizado tanto para la curva sin
induccibn como para la curva con induccidon. Se midi6 también la
concentracion de glucosa y lactato del medio que fue utilizado para la
induccion (antes de dispensarlo en las placas), y se consideraron dichos

valores como referencia.
En la figura 17 se muestran las curvas de consumo de glucosa para las tres

lineas celulares en las dos condiciones (sin induccién y con induccién). De

igual forma en la figura 18 se muestran las curvas de produccién de lactato.
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Figura 17. Curvas de consumo de glucosa.

Determinacion de la concentracion de glucosa en los sobrenadantes de: A) células ZB,
D+, D- sin inducir y B) células ZB, D+, D- inducidas con 1 ug/mL de tetraciclina (ZB
circulo verde, D+ cuadrado azul y D- triangulo rojo). El tiempo se expresa en horas de
cultivo posteriores al inicio del tratamiento con tetraciclina (o medio control). Las barras
de error representan la desviacion estandar de los triplicados experimentales.
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Figura 18. Curvas de produccion de lactato.

Determinacion de la concentracién de lactato en los sobrenadantes de: A) células ZB,
D+, D- sin inducir y B) células ZB, D+, D- inducidas con 1 yg/mL de tetraciclina (ZB
circulo verde, D+ cuadrado azul y D- triangulo rojo). El tiempo se expresa en horas de
cultivo posteriores al inicio del tratamiento con tetraciclina (o medio control). Las barras
de error representan la desviacion estandar de los triplicados experimentales.
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Respecto al consumo de glucosa, se puede observar que, en ausencia de
tetraciclina (figura 17A) el mismo se mantiene relativamente parejo entre
las tres lineas celulares. En cambio, cuando las células son tratadas con
tetraciclina (figura 17B), se evidencia un mayor consumo en los niveles de
glucosa por parte de la linea D+ en relacion a las otras dos lineas. Resulta
llamativo el bajo consumo de glucosa que presentan las lineas ZB y D-
cuando son tratadas con tetraciclina, tomando como referencia los valores
obtenidos en ausencia de la misma. Esto podria deberse, en parte, a que
el crecimiento de estas lineas es algo mas lento en comparacién a lo
obtenido en ausencia de tetraciclina. De todas formas, estas observaciones
seran confirmadas mas adelante donde analizaremos los datos en forma
de velocidades especificas de consumo de glucosa y produccion de lactato,
de tal forma de contemplar el nimero de células viables presentes en cada
condicion, ya que los efectos observados podrian estar asociados a la
variabilidad en el numero de células viables presente en cada linea y para

cada condicion.

Acompafiando los resultados para el consumo de glucosa, se puede
observar que la curva de produccion de lactato presenta caracteristicas
semejantes. Por un lado vemos que en ausencia de tetraciclina (figura 18A)
la produccion de lactato se mantiene relativamente pareja entre las lineas
D+ y D-, y permanece levemente por debajo para la linea ZB. En cambio,
cuando las células son tratadas con tetraciclina (figura 18B), la produccién
de lactato aumenta en la linea D+, mientras que en las lineas ZB y D- se
mantiene relativamente baja. Nuevamente, estas observaciones seran

confirmadas a continuacion.

Para comparar el consumo de glucosa o la produccion de lactato entre las
tres lineas en las distintas condiciones es necesario contemplar el nimero

de células viables que consumen glucosa o producen lactato durante un

56



Consumo de glucosa

acumulado (mM)

determinado periodo de tiempo y expresar los resultados en forma de
velocidades especificas de consumo de glucosa y produccion de lactato (la
explicacion detallada se expone en el apartado de Métodos). En la figura
19 se muestran las velocidades especificas de consumo de glucosa para
las tres lineas celulares en ausencia y presencia de tetraciclina. De la
misma manera en la figura 20 se muestran las velocidades especificas de
produccién de lactato.

Sin Induccién Con Induccién

10

0 20 40 60 80 o 20 40 60
ICV (108 células.hora/mL)

Figura 19. Velocidades especificas de consumo de glucosa.

Velocidad de consumo de glucosa para A) células ZB, D+, D- sin inducir y B) células
ZB, D+, D- inducidas con 1 ug/mL de tetraciclina (ZB circulo verde, D+ cuadrado azul
y D- triangulo rojo). Las barras de error representan la desviacion estandar de los
triplicados experimentales. * corresponde a un p-valor < 0.05 y ** a un p-valor < 0.01.
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Figura 20. Velocidades especificas de produccion de lactato.

Velocidad de produccién de lactato para A) células ZB, D+, D- sin inducir y B) células
ZB, D+, D- inducidas con 1 ug/mL de tetraciclina (ZB circulo verde, D+ cuadrado azul
y D- triangulo rojo). Las barras de error representan la desviacién estandar de los
triplicados experimentales. * corresponde a un p-valor < 0.05 y ** a un p-valor < 0.01.

Estos resultados confirman las observaciones que realizamos
anteriormente a partir de las curvas de consumo de glucosa y produccion
de lactato. En primer lugar, para el consumo de glucosa, cuando las células
son inducidas con tetraciclina, las células de la linea D+ presentan una
velocidad de consumo de glucosa significativamente  mayor
(27 x 1078 mM/cel.h) a la que presentan las células de las lineas ZB
(1.1 x 1078 mM/cel.h) y D- (2.3 x 1078 mM /cel. h). Si bien vemos también
gue en ausencia de tetraciclina la velocidad de consumo de glucosa de la
linea D+ es significativamente mayor que la de la linea ZB, la diferencia de
velocidad obtenida entre las lineas D+ y D- no lo es. Por lo tanto, en
ausencia de tetraciclina no apreciamos un consumo diferencial de glucosa
por parte de la linea D+ respecto a las otras dos. En cuanto a los resultados
obtenidos para las velocidades de produccion de lactato podemos ver que

acompafan lo observado para el consumo de glucosa. Cuando las células
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se mantienen en ausencia de tetraciclina observamos que las lineas D+ y
D- producen lactato a un ritmo significativamente mas elevado que la linea
ZB, sin embargo la diferencia entre estas dos no es significativa. En cambio
cuando las células son mantenidas en presencia de tetraciclina, las células
de la linea D+ presentan un ritmo de produccion de lactato
significativamente mayor (48 x 1078 mM /cel.h) al de las células de las
lineas ZB (9.5 x 1078 mM /cel.h) y D- (17.3 x 10~8 mM /cel. h), concordante
con lo observado para el consumo de glucosa. Por otro lado, la diferencia
en la velocidad de produccién de lactato entre las lineas D- y ZB, en
presencia de tetraciclina, también es significativa. Esto es importante ya
gue seria una evidencia de que las lineas D- y ZB a pesar de ser muy
similares en su fenotipo, presentan alguna diferencia en su metabolismo.
De esta forma podemos decir que las tres lineas que componen el modelo
presentan diferencias en su metabolismo luego de ser inducidas con
tetraciclina. A continuacion se resumen las velocidades especificas de
consumo de glucosa y de produccion de lactato para las tres lineas en las

dos condiciones.

Tabla 2. Velocidades de consumo de glucosa y produccién de
lactato para las tres lineas sin induccién. El error representa la
desviacion estandar de los triplicados experimentales. * corresponde a
un p-valor <0.05y ** a un p-valor <0.01. Los test aplicados se realizaron
comparando D+ o D- respecto a ZB

SIN INDUCCION

ZB D+ D-

Velocidad de consumo de

7+1 15+3* 15+3 %
glucosa (10 mM/cel.h )

Velocidad de produccion

8.5+0.8 24 £ ** 20.6 +0.8 **
de lactato (108 mM/cel.h )
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Tabla 3. Velocidades de consumo de glucosa y produccion de
lactato para las tres lineas con induccion. El error representa la
desviacion estandar de los triplicados experimentales. * corresponde a
un p-valor <0.05y ** a un p-valor <0.01. Los test aplicados se realizaron
comparando D+ o D- respecto a ZB

CON INDUCCION (1 ug/mL tet)
ZB D+ D-

Velocidad de consumo de

1.1+0.9 27 £ 3 ** 2.3+0.6
glucosa (10 mM/cel.h )

Velocidad de produccion

51204 48 + 3 ** 17.3+0.6 **
de lactato (10 mM/cel.h ) 95%0 8+3 3+0.6

En conjunto estos resultados apuntan a que las células de la linea D+
presentan un metabolismo glucidico mas acelerado en comparacion con
las células de las lineas ZB y D-. Esto es consistente con estudios de estas
lineas celulares mediante ribosome profiling, realizadas en nuestro
laboratorio y que muestran que las células de la linea D+ presentan
aumentada la traduccion de las enzimas de la via glicolitica y las enzimas
necesarias para la produccion de lactato en comparaciéon con las células
de la linea ZB. En el anexo se muestran los resultados preliminares del
ribosome profiling en forma de diagramas donde se presentan las enzimas
gue estan aumentadas o disminuidas a nivel de traduccién en las lineas D+

respecto a la ZB.

Para concluir, es importante discutir el efecto de la tetraciclina sobre el
metabolismo celular. Existen numerosas investigaciones de hace algunos
afos, que muestran que la tetraciclina (o sus derivados como la doxiciclina)
afecta el metabolismo y la proliferacién de células humanas. Esto se debe
a que la tetraciclina actia sobre el ribosoma de las células procariotas y
sobre el ribosoma mitocondrial. En una de estas investigaciones se muestra

gue el efecto de la doxiciclina en el metabolismo celular es dependiente de
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la concentracién del antibiético y de la linea celular utilizada °°. Sin embargo
la investigacion no es del todo concluyente, y se deberian realizar estudios
complementarios. Por otro lado algunos articulos discuten los efectos de
la tetraciclina en la mitocondria de las células humanas y sus
consecuencias en el metabolismo de las mismas, atendiendo a las
consecuencias del uso de este antibidtico en la investigacion %657, En
conjunto, estas investigaciones proponen que la tetraciclina (0 sus
derivados) genera cambios en la expresion de las enzimas mitocondriales
gue alteran la respiracion oxidativa, generando asi una reconversion de las
células hacia un fenotipo mas glicolitico °6. Cabe destacar que en el articulo
citado en primer lugar, si bien no utilizan células de la linea MCF7, utilizan
unas células de epitelio mamario no tumoral, las MCF10, aportando
informacién aproximada de interés para esta investigacion °°. De todas
formas, el efecto de la tetraciclina en la células en cultivo no invalida
nuestros resultados ya que nuestro objetivo no es comparar el crecimiento
celular entre las dos condiciones (con y sin induccion) sino que buscamos
comparar el comportamiento celular de las lineas D+ y D- respecto a la
linea control, la ZB, inducidas o sin inducir. En otras palabras, si la
tetraciclina estuviera generando un efecto por si misma (y no debido a la
induccion de la expresion de MKL1) sobre las células de la linea D+,
también deberiamos obtener un efecto semejante sobre las células de la
linea ZB. Por lo tanto si expresamos los resultados de forma relativa (por
ejemplo, D+ respecto a ZB), el efecto de la tetraciclina puede desestimarse.
De todas formas, seria interesante conocer el efecto real sobre el
metabolismo celular asociado por un lado a la tetraciclina y por otro lado al
fenotipo de las distintas lineas del modelo. Para ello podria ser muy

relevante realizar estudios en células MCF7 wild-type.
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4.5. Efecto de la concentracion de ligando en la eficiencia de
transactivacion del ERax enddgeno en las tres lineas celulares

Para cumplir con el Ultimo objetivo propuesto para este trabajo, en el que
se busca estudiar el efecto de la concentracion de ligando natural 17(3-
estradiol (E2) en la eficiencia de transactivacion del ERa enddgeno, se llevo
a cabo un ensayo de genes reporteros. En el mismo, se cuantificé la
actividad luciferasa como medida de la actividad del ERa actuando a través
de la via clasica de union al ADN en los elementos ERE. Como se describe
en los Métodos, para determinar la actividad de transactivacion directa del
ERa enddgeno, se transfectaron las células con un vector conteniendo una
construccion del gen de la luciferasa controlado por el promotor de la
timidin-quinasa (tk) y un elemento de respuesta a estrégenos (ERE). Para
normalizar los niveles de actividad luciferasa, ademas de agregar el
plasmido ERE-tk-luc se cotransfecta, en todos los casos, con el plasmido
pCMV SPORT-Bgal.

Con este proposito, lo primero que hicimos fue amplificar los plasmidos
conteniendo los genes reporteros (ERE-tk-luc y pCMV SPORT-Bgal),
transformando bacterias E. coli DH5a competentes, mediante shock
térmico. Posteriormente se realizé la extraccion y purificacion de dichos
plasmidos a través de kits comerciales para extracciéon de ADN y luego se
cuantificaron las preparaciones por absorbancia a 260 nm (tabla 4).
También se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1% para evaluar

la calidad de las extracciones (figura 21).

62



Tabla 4. Pldsmidos conteniendo los genes
reporteros. Se transformaron E.coli DH5a para la
amplificacion de los plasmidos. La extraccion y
purificacion de los plasmidos fue realizada mediante
kits comerciales.

Figura 21. Anédlisis de la
preparacion de plasmidos
mediante electroforesis en gel
de agarosa 1%.

Se sembré una alicuota de la
preparacion el plasmido ERE-tk-

Pldasmidos [ 1(ng/uL)  Azéo/Azs0 2% luc en un gel de agarosa 1%,
ERE-tk-luc 295 3 187 S junto con un marcador de peso
d molecular. El mismo se revelo
pCMV SPORT-8gal  470,0 1,91 ~ con SYBR safe.
D Rt

En segundo lugar se prepararon los cultivos celulares de las tres lineas
como se describe en los Métodos. Brevemente, se sembro una placa de 24
pocillos por cada linea. Transcurridas 24 horas de incubacion se retira el
medio de todos los pocillos y se adiciona el medio de induccion con
tetraciclina en todos los pocillos. En seguida se realiza la cotransfeccion de
las células con los plasmidos ERE-tk-luc y pCMV SPORT-Bgal.
Transcurridas 48 horas de la induccion con tetraciclina, se retiré el medio
de todos los pocillos y se agreg6é medio de induccion conteniendo distintas
concentraciones de E2 o etanol como control, utilizando tres pocillos para
cada dilucion (triplicados). Al dia siguiente se extrajo el medio y se agrego
el Reporter Lysis Buffer (Promega) y se llevaron las placas a -80°C por al

menos 1 hora (para favorecer la lisis).

Por dltimo se realizaron las medidas de actividad luciferasa y beta
galactosidasa. La primera se realizé por deteccién de luz emitida por la
reaccion enzimatica utilizando el kit “Luciferase Assay System” (Promega)
y un luminémetro (caracteristicas). La segunda se realizé por deteccion de
color, cuantificando la absorbancia a 405 nm con un lector de placas. El
procedimiento completo se detalla en el apartado de Métodos. Este

procedimiento (con excepcion de la amplificacion y purificacion de los
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Z

Eficiencia de transactivacion

plasmidos) fue utilizado para realizar cuatro experimentos independientes

(cuadruplicados). En la figura 22A se grafica el “fold increase” promedio con

su desviacion estandar correspondiente para cada condicion respecto a la

concentracion de ligando.

A su vez, para determinar si el efecto en la eficiencia de transactivacion del

receptor era en parte debido a una diferencia en la cantidad de receptor

presente en las distintas lineas, realizamos un western blot utilizando un

anticuerpo especifico para receptor y otro para la B-tubulina para normalizar

(figura 22B).
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Figura 22. Efecto de la concentracién de ligando en la eficiencia de
transactivacion del ERa enddgeno en las tres lineas celulares.

A) La actividad transcripcional de ERa enddgeno fue determinada empleando genes
reporteros utilizando el gen de la luciferasa controlado por un promotor con un
elemento ERE. Las tres lineas celulares fueron cotransfectadas con ERE-tk-luc (100
ng) y pCMV SPORT-Bgal (100 ng). Luego de 24 hs de la transfeccién, las células
fueron tratadas con concentraciones crecientes de E2 por otras 24 hs. Como control
se utiliz6 EtOH (0). La actividad luciferasa fue normalizada respecto a la actividad
galactosidasa y se expresa como “fold increase” en relacion a los valores obtenidos
con EtOH. Los valores corresponden a la media + SE obtenidos en cuatro
experimentos independientes. B) Western blot para evaluar los niveles de expresion
del ERa enddgeno en las tres lineas celulares.
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En primer lugar, en cuanto al efecto de la concentracion del ligando en la
eficiencia de transactivacion (figura 22A), si bien se aprecia en las tres
lineas, el efecto mas claro lo observamos para la linea ZB en la que
rapidamente se alcanza la saturacion a concentraciones mayores a
10710Mm.

Por otro lado, se obtuvo transactivacion en las tres lineas cuando fueron
tratadas con concentraciones de E2 mayores a 10~2M. De todas formas,
vemos que existe una reduccion en la actividad de transactivacién en la
linea D+, y en menor medida en la linea D-, cuando comparamos con los
valores obtenidos en la linea ZB. La reduccion en la transactivacion en la
linea D+ es muy importante y se aprecia como un leve aumento respecto
al control cuando se tratan las células con concentraciones saturantes de
E2. En la figura 22B, se muestra el resultado del western blot en el que se
detecta la banda de 66 kDa del ERa enddgeno, en cada una de las lineas
celulares, una vez inducidas con tetraciclina. Tomando como referencia los
niveles de B-tubulina, podemos concluir que el ERa se expresa de manera
importante en las células ZB, en un nivel intermedio en las D- y en un nivel
muy bajo (apenas detectado) en las D+. Por tanto, podriamos, en parte
explicar la reduccion en la actividad del ERa en las lineas D- y D+, por un
descenso en los niveles de expresion del ERa en estas lineas. En el caso
de la linea D-, seria una segunda evidencia de que a pesar de ser muy
similar a la ZB, presenta algunas diferencias con la misma, en este caso la

expresion y actividad del ERa.

Para cuantificar los niveles de ERa presentes en las lineas celulares, seria
necesario repetir el western blot modificando las concentraciones y los
tiempos de incubacién de los anticuerpos. De todas formas, otros
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio muestran

claramente que el receptor se expresa en niveles mas bajos en la linea D+.
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Por otro lado, otras investigaciones proponen que, sumado a la baja
expresion del receptor, existen cambios en las propiedades del mismo que

llevan a la disminucion en su actividad en esta linea #°.

En conjunto estos resultados obtenidos para las células D+ son
congruentes con lo esperado para células que sufren un proceso de TEM,
como la baja expresion y actividad del ERa, demostrado en diversas
publicaciones 263037 Por otro lado, lo obtenido para la linea D- demuestra
un fenotipo intermedio entre el fenotipo observado en D+ y el observado en
ZB, siendo coherente con un estado de transicion en un proceso de TME

(transicidon mesenquimo-epitelial).
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el marco de esta tesina, nos propusimos como objetivo general
profundizar el conocimiento de las tres lineas celulares que constituyen el

modelo de transicion epitelio-mesenquimal (ZB, D+ y D-).

En primer lugar, pusimos a punto un método que permite distinguir las tres
lineas celulares de forma rapida por medio de un western blot. De esta
forma, corroboramos la identidad de las tres lineas celulares con las que

trabajamos.

En segundo lugar, estudiamos el crecimiento de las tres lineas celulares y
vimos que en presencia de tetraciclina el crecimiento es levemente mas
lento que en ausencia de la misma. A su vez, el crecimiento de la linea ZB
es algo mayor respecto a las otras dos lineas en las dos condiciones. Por
otra parte, observamos que la induccién con tetraciclina produce un
importante descenso en la viabilidad de la linea D+. Estas células son las
gue experimentan el proceso de transicion epitelio-mesenquimal y tienden
a adoptar un fenotipo con mayor capacidad de migracion. Estos resultados
serian coherentes con un proceso de muerte celular conocido como
“anoikis” asociado al estrés sufrido por las células al desprenderse de la
matriz extracelular. Este es un aspecto interesante en el contexto de la TEM

gue sera abordado en futuras investigaciones.

En tercer lugar, las medidas de glucosa y lactato asociadas al crecimiento
de las células muestran que las células D+ presentan un metabolismo
glucidico mas acelerado en comparacién con las células de las lineas ZB y
D-. Este resultado es consistente con estudios de estas lineas celulares
mediante ribosome profiling, realizadas en nuestro laboratorio (resultados
no publicados) que muestran que las células de la linea D+ presentan

aumentada la traduccion de las enzimas de la via glicolitica y las enzimas
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necesarias para la produccion de lactato en comparacion con las células
de la linea ZB. Asimismo, los resultados del ribosome profiling, indicarian
gue las células de la linea D+ consumen mayores niveles de glutamina en
comparacién a las ZB. Este aspecto podria ser confirmado realizando un
estudio semejante al realizado en este trabajo de determinacién de la
concentracion de glutamina en los sobrenadantes. Finalmente, es
interesante sefalar que a la fecha existen algunas investigaciones acerca
del efecto de la tetraciclina sobre el metabolismo de células humanas,
donde se propone que la misma genera un cambio en la expresion de las
enzimas mitocondriales alterando la respiracién oxidativa, y produciendo
asi una reconversion de las células hacia un fenotipo mas glicolitico. Por tal
motivo, seria interesante estudiar el efecto real de la tetraciclina sobre el
metabolismo celular de las distintas lineas del modelo. Para ello podria ser
relevante realizar estudios con células MCF7 wild-type y compararlos con

los resultados obtenidos para las lineas que componen el modelo.

En dltimo lugar, los ensayos de transactivacion del ERa endogeno
mostraron una reduccion muy importante en su actividad en la linea D+, y
un poco menor en la linea D-, en comparacion con la actividad en la linea
ZB. Dicha reduccion podria ser explicada en parte por la diferencia del nivel
de expresion del ER en las tres lineas celulares, de acuerdo a lo observado
mediante western blot, en este trabajo y en otros trabajos reportados por
nuestro laboratorio. En conjunto, estos resultados tienen coherencia con lo
descrito sobre los procesos de transicion epitelio-mesenquimal y
mesenquimo-epitelial, aportando informacion valiosa para la

caracterizacion del modelo conformado por estas tres lineas.

El conjunto de los resultados aqui presentados constituyen una validacion
experimental de los datos obtenidos del ribosome profiling realizados en

estas tres lineas celulares, y contribuyen con el mayor conocimiento de este
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modelo de transicion epitelio-mesenquimal. De esta manera el modelo
celular adquiere mayor respaldo para abordar estudios de los cambios que
se producen en la TEM, en el receptor de estrogenos y la resistencia al

tratamiento en la progresion del cancer de mama.
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7. ANEXO

7.1. Resultados preliminares obtenidos por Ribosome
Profiling

En la figura 23 se muestran los resultados preliminares recientes (aldn sin
publicar) de los ensayos de Ribosome Profiling obtenidos por Tamara
Fernandez e ilustrados en forma de ciclos por Ricardo Ehrlich. Se busca
mostrar las enzimas que se encuentra aumentadas (rojo), disminuidas
(verde) o que se mantiene (violeta) el nivel de traduccién (de acuerdo a la
cantidad ribosomas traduciendo los ARNm de estas enzimas) en la linea

D+ con respecto al nivel de traduccion en la linea ZB.
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Figura 23. Esquema global donde se muestran los cambios en el nivel de
traduccion de las enzimas de la glicdlisis, el ciclo de Krebs y la via de las
pentosas fosfato.

Rectangulo celeste: glicdlisis; évalo anaranjado: via de las pentosas fosfato; circulo
rosa: ciclo de Krebs. Los colores de las flechas indican los cambios en los niveles de
traduccion en D+ respecto a ZB: rojo, verde y violeta corresponden al aumento,
descenso o0 ausencia de cambio significativo respectivamente. Los ndimeros en el
esquema corresponden a las siguientes enzimas:
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Glucdlisis
1) Transportadores de glucosa (GLUT)

2} Hexoquinasa

3) Fosfoglucosa isomerasa
4} Fosfofructoquinasa

5) Fructosa-bifosfato aldolasa
6) Trifosfato isomerasa

7} Gliceraldheido 3 fosfato

deshidrogenasa

8) Fosfoglicerato quinasa

9) Fosfoglicerato mutasa

10) Inositol-polifosfato fosfatasa 1
(MIMNPP 1) 2. 3-bifosfoglicerato
fosfatasa

11) Fosfoglicerato mutasa

12) Piruvato quinasa

Ciclo de Krebs
1) Citrato sintasa

1 Aconitato hidratasa

1 Isocitrato deshidrogenasa

4} 2-oxoglutarato deshidrogenasa
1 Dihidrolipoamida S-succinil

transferase + succinil-CoA sintetasa

6) Succinato deshidrogenasa
71 Fumarato hidratasa
8) Malato deshidrogenasa

9] ATP citrato liaza
10) Glutaminasa

11) Glutamato deshidrogenasa

13) Lactato deshidrogenasa

14) Piruvato deshidrogenasa subunidad
E1 alpha

15) Dihidrolipoamida deshidrogenasa

16) Piruvate deshidregenasa subunidad
E2 (dihidrolipopamida
acetiliransferasa)

17) Fosfoenolpirubato carboxiguinasa

18) Fructosa 1-6-bifosfatasa 1

19) Piruvato dehidrogenasa quinasa

20) Dihidroacetona quinasa

21) Fosfoglicerato deshidrogenasa

22) Fosfoserina aminotransferasa

23) Fosfoserina fosfatasa

24) Glucosa-b-fosfatasa

Via de las pentosas fosfato

[ §

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

[}

b-fosfoglucolactonasa

(%]

b-fosfogluconactato deshidrogenasa

-8

Ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa

o M

Transaldolasa

=

)

)

)

)

1 Transcetolasa
)

1 Ribosa 5-fosfato isomerasa A
)

8) Fosforibosil pirofosfato sintasa
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7.2. Soluciones

Buffer Fosfato Salino (PBS) solucidn stock 10X (pH~7.3)

80 g NaCl (137 mM)

2 g KCl (2,7 mM)

2 g KH,P0, 2 g (1,4 mM)
11,5 g Na,HPO, (4 mM)

Llevara 1L con H,0 mg

Buffer carga proteinas “Laemmli Sample Buffer” (6X)

SDS — 4%

Glicerol — 20%

Tris — Cl (pH 6.8) — 120 mM
Azul de bromofenol — 0.02%
DTT — 30 mM

Buffer de corrida geles poliacrilamida, Tris-glicina, Stock 10X

125 mM Tris
1,25 M Glicina
0,5% SDS

Buffer de transferencia de proteinas

25mM Tris — HCl pH 8,3
150mM Glicina

0.037% SDS

20% EtOH

TIBST
Tris—HClpH7.5 — 10 mM
Tween 20 — 0.1%
NaCl- 75 mM
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Solucién de blogueo para western blot (TBST-5% leche)

2,5 g leche en polvo
50 mL TBST

TAE (Tris- Acético- EDTA) Stock 50X para 1 litro,

242 g Tris base
57,1 mL de acido acético glacial

100 mL de EDTA 0,5 mM pH 8

LB
10g triptona
5 g extracto de levadura
5 g NaCl por litro.
Autoclavado

LB-Agar

10g triptona

5 g extracto de levadura
5 g NaCl por litro.

15 g Agar por litro

Autoclavado

Reactivos para el ensayo de B-galactosidasa

Buffer fosfato 0,1 M pH 7.3:

582 g Na,HPO,
1,24 g NaH,PO,
H20 c.s.p.500 mL

Almacenar a 4°C
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ONPG 4 mg/mL

250 mg O — nitrofenil — beta — D — galactopirandsido (ONPG)
250 mL Buffer fosfato 0,1 M pH 7,3

Almacenar a — 20 °C

B-mercaptoetanol-MgCl, 100X

0,2gMgcCl,
3,19 mL 8 — mercaptoetanol
H20c.s.p.10 mL

Almacenar a 4°C

Mix para el ensayo de (3-galactosidasa para 1 punto de medida mezclar:

142 pL de buffer fosfato 0,1 M pH 7,3
2.5 uL de B — mercaptoetanol — MgCl2 100X
55 uL de ONPG 4 mg/mlL.
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7.3. Marcadores de peso molecular

a) Marcadores de peso molecular para ADN

El marcador de PM utilizado en las electroforesis en gel de agarosa
corresponde a GeneRuler 1kb DNA Ladder de Thermo Scientific.

bp ng/0.5pg %

10000 30
8000 30
6000

5000 30

'S

w
o
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Figura 24. Marcadores de PM para ADN
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific (Cat #: SM0311)

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/em, 45 min

b) Marcadores de peso molecular para proteinas

Los marcadores de PM utilizados en las electroforesis en geles de
poliacrilamida fueron los marcadores pretefiidos: PageRuler Prestained
Protein Ladder Thermo Scientific (#26616) y Prestained Protein Marker
Broad Range (7-175 kDa) Biolabs (P7708S).

a) M b) s
—-170-
—~130 - w“r — 80
—~100 - “—“-.£— 58
~70 —| - - 46
— ~55 —
ol < - 30
_ .35 — 25 Figura 25. Marcadores de PM para
_ 25 proteinas
R - . - 17 a) PageRuler Prestained Protein Ladder
.., Thermo Scientific (#26616) b) Prestained
Gel k. ko Blot Protein Marker Broad Range (7-175 kDa)

10-20% .
Biolabs (P7708S).
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE 5DS PAGE ( )
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7.4. Vectores

pCMV SPORT-BGal - Vector de expresion constitutiva de la

Galactosidasa, utilizado para normalizacién

Xmn |, 6917

Scal, 6800 SV40 intron 77 P

& adenylation
po‘sylgnal
Eam1105, 6317

pCMV-SPORT-fgal
7853 bp

pgal

BssH I, 2563

EcoR V, 2950

coR |, 4229
Sall, 4219

B_
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