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Resumen

El cancer es un grupo de enfermedades de etiologia y evolucion muy diversa, que hace complicada la tarea de
desarrollar estrategias efectivas para el tamizaje, diagndstico temprano y tratamiento de esta enfermedad. El cancer es
un proceso evolutivo y existen dos procesos celulares muy importantes para su desarrollo, los cuales han sido estu-
diados por su potencial como blancos terapéuticos: la migracion celular y la apoptosis. Inhibir la migracion celular
evitaria la diseminacion de las células tumorales, y la induccion de la apoptosis permitiria matar selectivamente a las
células cancerosas. Las proteinas denominadas GTPasas de la familia Rho, son consideradas como potenciales blan-
cos terapéuticos, ya que inhibir su funcion podria impedir la invasion de las células tumorales, sin embargo, se desco-
noce si esto podria ser aplicado a cualquier tipo de cancer. Por otro lado, recientemente se encontrd que la proteina
TAFG6 delta podria matar selectivamente a las células cancerosas, pero se desconoce el mecanismo mediante el cual
esta proteina ejerce su efecto. En nuestro grupo de trabajo utilizamos modelos experimentales y técnicas bioquimicas
y moleculares para estudiar el papel de las GTPasas Rho y de la proteina TAF6delta. Utilizamos lineas celulares de
cancer de mama para evaluar el papel de las GTPasas Rho en la migracion celular, mediante ensayos de migracion e
invasion in vitro. Por otro lado, utilizamos lineas celulares de diversos tipos de cancer para inducir experimentalmen-
te la sobre-expresion de TAF6delta y evaluar su efecto sobre la muerte celular y la expresion de genes. Nuestros re-
sultados preliminares muestran que la inhibicién de las GTPasas Rho inhibe la migracion de células de cancer de
mama poco agresivas, pero no la de células muy agresivas. La sobreexpresion de TAF6delta en lineas celulares de
cancer activa la via de sefalizacion NOTCH e induce apoptosis.

Palabras clave: cancer, bases celulares, blancos terapéuticos.

Abstract

Cancer is a group of diseases of very diverse etiology and evolution, which complicates the task of developing ef-
fective strategies for screening, early diagnosis and treatment of this disease. Cancer is an evolutionary process and
there are two very important cellular processes for its development which have been studied for their potential as thera-
peutic targets, as follows: cell migration and apoptosis. Inhibiting cell migration would prevent the spread of tumor
cells and the induction of apoptosis would selectively kill cancer cells. The proteins called GTPasas of the Rho family
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are considered as potential therapeutic targets, since inhibiting their function could prevent the invasion of tumor
cells, however, it is unknown if this could be applied to any type of cancer. On the other hand, it was found recent-
ly that TAF6 delta protein could selectively kill cancer cells, but the mechanism by which this protein exerts its
effect is unknown. In our working group we used experimental models and biochemical and molecular techniques
to study the role of Rho GTPasas and TAF6delta protein. We use breast cancer cell lines to evaluate the role of Rho
GTPasas in cell migration, through in vitro invasion and invasion assays. On the other hand, we use cell lines of
various types of cancer to experimentally induce the over-expression of TAF6delta and evaluate its effect on cell
death and gene expression. Our preliminary results show that inhibition of Rho GTPasas inhibits the migration of
non-aggressive breast cancer cells, but not that of very aggressive cells. Overexpression of TAF6delta in cancer
cell lines activates the NOTCH signaling pathway and induces apoptosis.

Key words: cancer, cellular bases, therapeutic targets.

Introduccion

El cancer es un grupo de enfermedades de etiologia y
evolucion muy diversa, que hace complicada la tarea de
desarrollar estrategias efectivas para el tamizaje, diagnosti-
co temprano y tratamiento de esta enfermedad. Ademas, el
cancer es un proceso evolutivo que se desarrolla a través
de etapas bien caracterizadas, que van desde la adquisicion
de alteraciones genéticas o epigenéticas por las células del
organismo, hasta la formacion de tumores que invaden
tejidos aledafos y en etapas avanzadas, migran a 6rganos
distantes donde establecen un tumor secundario, llevando
en la mayoria de los casos a la muerte del paciente. Existen
dos procesos celulares muy importantes para el desarrollo,
los cuales han sido ampliamente estudiados por su poten-
cial como blancos terapéuticos: la migracion celular y la
apoptosis. El proceso de migracion celular es necesario
para que las células del tumor primario puedan desplazarse
e invadir tejidos aledafios, llegar a los vasos sanguineos y
posteriormente establecer el tumor secundario (Ilina y
Friedl, 2009). Este proceso es regulado de manera impor-
tante por un grupo de proteinas denominadas GTPasas
Rho, las cuales modulan el reordenamiento del citoesque-
leto para permitir la movilidad de las células (Heasman y
Ridley, 2008). Estas proteinas son consideradas como po-
tenciales blancos terapéuticos, ya que inhibir su funcion

exB

inhibe la migracion celular en modelos experimentales in
vitro e in vivo y podria impedir la invasion de las células
tumorales en los pacientes (Fritz y Kaina, 2006; Vega y
Ridley, 2008). También se ha mostrado que la sobreexpre-
sion de una de estas proteinas denominada Racl esta rela-
cionada con la resistencia de células de cancer de mama en
cultivo al tratamiento con un agente quimioterapéutico
(Dokmanovic, Hirsch, Shen, y Wu, 2009; Zhao, Wang,
Jiang y Yang, 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que una isoforma de la
proteina TAF6delta, la cual forma parte de la maquinaria
basal de transcripcion y cuya expresion es inducida en res-
puesta a estimulos apoptéticos (Bell, Scheer y Tora, 2001),
juega un papel importante en la regulacion de la apoptosis
y la expresion de genes en ausencia o presencia de la pro-
teina p53 (Wilhelm, Pellay, Benecke y Bell, 2008;
Wilhelm, E., Kornete, Targat, Vigneault-Edwards, Fronti-
ni, Tora, Benecke y Bell, 2010). Al analizar el efecto de
TAF60 en diversas lineas celulares cancerosas se encontrd
que incrementa la muerte celular, sin embargo las bases
moleculares para esta induccion de apoptosis por TAF65
son actualmente desconocidas.

El objetivo de este proyecto es evaluar el efecto de la
inhibicion de las GTPasas Racl y RhoA sobre la migra-
cion de células de cancer de mama en cultivo en respuesta

Ctrol

Figura 1. Expresion de TAFo6delta en células Hela transfectadas con los oligonucleétidos SSOs. Gel de poliacrilamida al
15% en el que se muestran la sobreexpresion de TAF6delta tras la transfeccion con los oligos SSOs. Carril 1: marcador
de peso 1Kb; carril 2 y 3 sistema SSOs, exB y carriles 4 y 5 SSOs control.
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Figura 2. Expresion de Hes-1 en células HeLa tras la sobreexpresion de TAFo6delta. (A) Nivel del RNAm mediante RT-
PCR en tiempo real de Hes-1, 24h post-transfeccion del sistema SSOs. Columna 1 y 2: repeticiones por triplicado de cada
una. SSOs control (barras azules) y SSOexB (barras vinotinto). (B) Expresion proteica mediante western blot de Hes-1,
18h y 24h post-transfeccion del sistema SSOs (C) Densitometria del western blot, cuantificada por Image].

a leptina. Y por otro lado, evaluar el efecto de la sobreex-
presion de TAF6delta sobre la expresion de Hesl y ciclina
DI.

Material y Métodos

Cultivo de células

Las lineas celulares HeLa (carcinoma cervical), Saos-2
(cancer de hueso), A549 (cancer de pulmén) y MCF-7 y
MDA-MB-231 (ambas de carcinoma mamario) se cultiva-
ron en monocapa en medio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium/F12 (Gibco) suplementado al 5% con suero fetal
de Bovino a 37°C y con 5 % de CO2.

Sobreexpresion de TAF6delta.

Los cultivos de células HelLa, Saos-2 y A549, a una
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confluencia del 50% fueron transfectadas con oligonu-
cledtidos de cambio de splicing (SSOs) los cuales favo-
recen la sintesis de la isoforma TAF6delta. Los oligonu-
cledtidos  utilizados son  “SSO  T6-3”  5’-
CUGUGCGAUCUCUUUGAUGC-3’ que flanquea la
region 3° del exon 2 alternativo de TAF6 y como control
negativo se us6 el oligo inespecifico 5 -
AUGGCCUCGACGUGCGCGCU-3", y fueron transfec-
tados a una concentracion final de 100nM con lipofecta-
mina 2000 (Invitrogen).

Western blot (WB)

Los niveles de las proteinas blanco de TAF6delta
(ciclina 1, HES1, Notch 1 y Notch 2) fueron analizados
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Figura 3. Expresion de Ciclina D1 en células HeLa tras la sobreexpresion de TAF6delta. (A) Expresion proteica mediante
western blot a 18h y 24h post-transfeccion del sistema SSOs (B) Cuantificacion por Image].



Tlamati (2017) 8(1), 5-10

A)

Control

Oh

24h

MDA-MB-231

Control

Leptin

&
2 El
B) G 3 Control "
3 Leptin
Lep+NSC
15- 1 e .
i F3 is
§2 1.0- 5z 2
£9 g1 -
55 g
! o.a-‘ 14 l M I
0.0 — i .-
24 hrs 48hrs s Bt
Treatment & Treatment time

Figura 4. Efecto de la inhibicién de Racl en la migracion de células MCF7 y MDA-MB231. A) Ensayo de migracion en
placa. B) Promedio de la migracion en los ensayos de migracion en placa. Control: células tratadas con vehiculo. Lep:
leptina, 50ng/ml para MDA-MB231 y 400ng/ml para MCF7 cells. NSC: inhibidor quimico de Racl NSC23766, 25uM.

por Western blot. Se obtuvieron las proteinas totales de las
células transfectadas con los oligonucleotidos SSOs, fue-
ron separadas en geles de poliacrilamida al 10%, transferi-
das a una membrana de nitrocelulosa y las membranas
incubadas con los anticuerpos dirigidos contra las protei-
nas de interés y revelados con el kit ECL (Amersham
Pharmacia Biotech). Las membranas seran expuestas a
placas radiograficas para visualizar el resultado.

RT-PCR

Los niveles del RNAm de los genes blanco de
TAF6delta (ciclina D1 y HES1) se analizaron por RT-
PCR. EN RNAm de las células transfectadas con los oligo-
nucledtidos SSOs se mediante el método de Trizol
(Invitrogen). Se sintetizé el cDNA utilizando la transcrip-
tasa reversa AMV-RT (Roche). La amplificacion de los
fragmentos de interés se realizo por PCR utilizando 95°C,
3 min; 25 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 45 seg, 68°C
por 50 sec; extension final a 68°C por 5 min con los si-
guientes oligonucledtidos para TAFG6; 5’-
ATGGGCATCGCCCAGATTCAGG-3" y reverse 5’-
AAGGCGTAGTCAATGTCACTGG-3’(Wilhelm et al.,
2008).

Ensayos de migracion en placa.

Las células MCF-7 o MDA-MB-231 se sembraron en
placas de 6 pozos (Sarstedt) hasta alcanzar 100% de con-
fluencia. Se realizé una incision longitudinal en la mono-
capa con una punta de plastico, se realizé un lavado para
eliminar las células despegadas y se incubd por 24h o 48h
en presencia o no de leptina. Las células fueron observadas
y fotografiadas cada 4 horas bajo un microscopio inverti-
do. Las imagenes digitales se utilizaron para calcular la
distancia recorrida por las células en los diferentes perio-
dos de tiempo.

Ensayos de migracion en camara de Boyden.

Las células se sembraron en el compartimento superior
de camaras de Boyden (BD Biosciences), sobre un filtro de
8um recubierto con fibronectina, en medio sin suero. En el
compartimento inferior de la camara se agregara medio
con suero. Las células seran tratadas con o sin leptina, per-
mitiendo la migracion de las células a través del filtro por
12-48 horas. Las células que migraron hacia la parte infe-
rior del filtro seran contadas bajo un microscopio de luz
visible.
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Ensayos de invasion en Matrigel.

Para los ensayos de invasion, se procedié como en el
apartado anterior, pero los filtros fueron recubiertos con
una matriz protéica (Matrigel, BD Biosciences) para eva-
luar la capacidad de las células de invadir esta matriz.

Resultados

Sobreexpresion de TAF6delta en células Hela.

Las células Hela fueron transfectadas con los oligonu-
cléotidos SSOs, y como se muestra en la Figura 1, los ni-
veles del RNAm de TAF6delta incrementan en las células
transfectadas, demostrando la eficiencia del sistema de
estudio.

Efecto de la sobreexpresion de TAF6delta sobre los nive-
les del RNAm y de la proteina de la Hes1 y ciclina D1.

Estudios preliminares de microarreglos sugieren que la
sobreexpresion de TAF6delta da como resultado el incre-
mento en los niveles del RNAm de la ciclina DI y de
Hesl. Para corroborar estos resultados, los niveles del
mRNA vy proteina de Hesl fueron analizados en las células
Hela tras la induccion de la expresion de TAF6delta, me-
diante RT-PCR y Western blot respectivamente. Encontra-
mos que la sobreexpresion de TAF6delta induce in incre-
mento de los niveles de Hesl, tanto a nivel de mensajero
como de proteina (véase figura 2).

Por otro lado, medimos los niveles de la proteina cicli-
na D1 en las células que sobreexpresan TAF6delta, encon-
trando que a las 18 horas hay una disminucion en los nive-
les de ciclina D1 y un ligero incremento de la proteina a
las 24 horas (véase figura 3)

Efecto de la inhibicion de Racl y de RhoA en la migracion
de células MCF7 y MDA-MB-231.

En ensayos preliminares encontramos que la leptina,
una hormona producida por los adipocitos, induce la mi-
gracion de las células MCF-7 y MDA-MB-231. Utilizando
ensayos de migracion en placa, encontramos que la inhibi-
cion quimica de Racl reduce la migracion de las células
MCF-7 en respuesta a leptina, sin embargo, en las células
MDA-MB-231, la inhibicion de Racl resulta en un incre-
mento en la migracion inducida por leptina (véase figura
4).

Por otro lado, encontramos que la inhibicion quimica
de RhoA reduce la migracion tanto de las células MCF-7
como de las MDA-MB-231 (véase figura 5). Para validar
estos resultados, utilizamos ensayos de migracion en ca-
mara de Boyden, y encontramos que al igual que en los
ensayos de migracion en placa, la inhibiciéon quimica de
Racl reduce la migracion inducida por leptina en células
MCF-7 y aumenta la migracion en células MDA-MB-231,
mientras que la inhibiciéon quimica de RhoA reduce la mi-
gracion en ambas lineas celulares (véase figura 6A).

Efecto de la inhibicion de Racl y de RhoA en la invasion
de células MCF7 y MDA-MB-231.

Para determinar el efecto de la inhibicion de las protei-
nas Racl y RhoA en la invasividad de las células MCF-7 y
MDA-MB-231, utilizamos ensayos de invasion en Matri-
gel. Encontramos que al igual que en los ensayos de migra-

cion, la inhibicion quimica de Racl reduce la invasion
inducida por leptina en células MCF-7 y la aumenta en
células MDA-MB-231, mientras que la inhibicion quimica
de RhoA reduce la invasion en ambas lineas celulares
(véase figura 6B)

Discusion y Conclusion

Nuestros resultados muestran que TAF6delta regula la
expresion de Hesl, un gen blanco de la via NOTCH. La
via NOTCH es una via que esta implicada en la diferencia-
cion celular y desarrollo embrionario, sin embargo también
se ha identificado como una via que se encuentra hiperacti-
va en canceres humanos. Nuestros resultados sugieren que
la proteina TAF6delta podria servir como vinculo entre la
via NOTCH y la maquinaria basal de transcripcion, y que
esto podria estar implicado en la regulacion de la apoptosis
de células cancerosas. Por otro lado, demostramos que la
inhibicion de Racl impide la migracion de células de can-
cer de mama poco agresivas, pero no la de las células mas
agresivas. Mientras que la inhibicion de RhoA reduce la
migracion de ambos tipos celulares. Resultados de otros
grupos de trabajo sugieren que Racl y RhoA tienen efecto
antagdénico en la migracion celular. Ademas, existen evi-
dencias que las vias intracelulares que llevan a la activa-
cion de Racl y de RhoA pueden estar alteradas de manera
diferencial en diferentes etapas de cancer. Nuestros resul-
tados sugieren que estas proteinas pueden ser blanco tera-
péutico, sin embargo su uso dependeria del estado de pro-
gresion de los tumores.
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