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Resumen

La enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) cataliza el primer paso y limitante en la

síntesis de triglicéridos (TAG) y demás glicerolípidos en células de mamíferos. Hasta el

momento, se han clonado cuatro isoformas de GPAT, cada una de ellas producto de un gen

diferente. En órganos lipogénicos, como el hígado o tejido adiposo, las principales isoformas

de GPAT expresadas son GPAT1, 3 y 4 mientras que la GPAT2 tiene un patrón de expresión

restringido a células de línea germinal masculina en condiciones fisiológicas y a ciertos tipos

tumorales en condiciones patológicas. Este patrón de expresión de GPAT2 sugiere un rol

novedoso para esta isoforma, pudiendo estar relacionado con el alto grado de proliferación

y/o supervivencia celular que presentan estos tejidos.

Mediante técnicas de biotecnología y biología molecular realizamos el silenciamiento de la

expresión de GPAT2 en células de adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231).

Pudimos evaluar la capacidad de migración e invasión de células MDA-MB-231 y

observamos que el silenciamiento de GPAT2 disminuye la capacidad de migración e

invasión de estas células. Estos resultados nos permiten proponer a GPAT2 como uno de

los genes cuya expresión define la capacidad metastásica de esta línea celular.
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1. Introducción

El cáncer de mama y el cáncer colorrectal

son los de mayor incidencia dentro de la

población de Argentina (IARC Argentina),

y en este tipo de cánceres la muerte

muchas veces no se produce debido al

tumor primario sino como consecuencia

de la metástasis hacia otros tejidos.

Para que las células de un tumor primario

puedan acceder al sistema circulatorio,

invadir nuevos tejidos y establecer la

metástasis deben ser capaces de digerir la

matriz extracelular (MEC) y migrar a

través de ella.

La digestión de la MEC está a cargo de

una familia de proteinasas llamadas

metaloproteinasas de la matriz (MMPs)

cuya actividad se encuentra regulada por

inhibidores tisulares de MMP (TIMP) que

funcionan como inhibidores de proteasas

endógenos (Wang, S., 2007).

Los procesos de migración celular se

encuentran fuertemente relacionados con

las proteínas del citoesqueleto. El

citoesqueleto es una red tridimensional

dinámica de fibras proteicas que se

extiende por el interior de la célula hasta la

cara citoplasmática de la membrana

plasmática y se encuentra implicado en

muchos procesos celulares básicos como

son la división celular, la adhesión, la

migración y el transporte intracelular. En

las células cancerosas se han reportado

tanto cambios en la expresión de las

proteínas del citoesqueleto como

alteraciones en la reorganización dinámica

de las mismas que llevan a favorecer los

procesos de metástasis (Sun B y col.,

2015).

En los últimos años en nuestro laboratorio

estudiamos la isoforma GPAT2 tanto

murina (rata y ratón) como humana.

Respecto a la isoforma humana,

demostramos que el silenciamiento de

GPAT2 en células MDA-MB-231 provoca

una disminución de la proliferación celular

y una mayor sensibilidad a la apoptosis

inducida por estaurosporina. También

contribuye al fenotipo tumoral al

incrementar el crecimiento independiente

del anclaje, la movilidad celular y la

tumorigénesis in vivo. Asimismo,

demostramos que la sobreexpresión de

GPAT2 en distintas líneas celulares

aumenta la tasa de proliferación celular

(Pellon Maison M y col., 2014).

Con el objetivo de conocer dichos

mecanismos moleculares, realizamos un

estudio del perfil de expresión diferencial

entre células tumorales MDA-MB-231 que

expresan GPAT2 (SCR-MDA) y aquellas

con la expresión de GPAT2 silenciada

(SH-MDA) mediante un microarreglo de

genes, en colaboración con la Plateau
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technologique de transcriptomique (GeT -

TRiX), de Toulouse, INRA-Toulouse,

Francia. Luego del análisis de los

resultados encontramos 736 genes

diferencialmente expresados,

pertenecientes a varias rutas metabólicas

y procesos celulares.

En trabajos previos realizados en nuestro

grupo de trabajo observamos que el

silenciamiento de GPAT2 disminuye la

velocidad de migración de las células de

cáncer de mama MDA-MB-231 (Pellon

Maison M y col., 2014) . En particular en

este trabajo estamos interesados en

comenzar a evaluar los mecanismos

moleculares que favorecen esta reducción

de la capacidad metastásica.

2. Objetivos

1) Estudiar el efecto de la expresión de

GPAT2 sobre los procesos de migración e

invasión celular de las células silenciadas

para GPAT2 (SH-MDA) versus las células

sin silenciar (SCR-MDA).

2) Evaluar la expresión diferencial de

genes relacionados con citoesqueleto y

proteínas implicadas en la degradación de

la matriz extracelular en ambos tipos

celulares.

3. Materiales y Métodos

3.1. Cultivo celular
Utilizamos como modelo la línea celular de

cáncer de mama MDA-MB-231 sin

silenciar (SCR-MDA, que expresa GPAT2),

y células MDA-MB-231 silenciadas para

GPAT2 (SH-MDA, que no expresan

GPAT2). Este modelo de silenciamiento se

estableció en nuestro laboratorio mediante

tecnología de silenciamiento con ARN de

interferencia. El plásmido que contiene el

silenciador cuenta con fluorescencia GFP

y resistencia a puromicina. Las células

fueron cultivadas en DMEM (Gibco) 10%

SFB (Natocor), 1%

estreptomicina/penicilina (Gibco) y 1%

puromicina (Gibco), 37° C, 5% CO2.

3.2. Medida de expresión de genes de
metaloproteinasas y de proteínas del
citoesqueleto utilizando la técnica de
qRT-PCR.
Los resultados obtenidos al analizar el

microarreglo de genes indicaron que al

silenciar GPAT2 los niveles de expresión

de las metaloproteinasas MMPs 1, 3 y 9

disminuyen, mientras que con respecto a

los correspondientes a las proteínas del

citoesqueleto disminuyen la proteína

relacionada con actina M1 (AFAP1-L1) y

la proteína asociada al filamento de actina

1 like 1 (ARP-M1), y aumentan la proteína

tau asociada a microtúbulos (MAPT), la



quinasa de cadena ligera de miosina

(MYLK) y la tubulina beta 2B clase IIb

(TUBB2B). En este trabajo validamos

estos resultados utilizando la técnica de

qRT PCR. Para ello aislamos el ARN total

de células SCR-MDA y SH-MDA

utilizando el reactivo TRIZOL (Life

Technologies) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Cuantificamos el ARN

obtenido por absorbancia a 260 nm y

evaluamos su calidad por electroforesis en

gel de agarosa y midiendo la relación de

absorbancias a 260/280 y a 260/230. Para

realizar la síntesis de ADNc partimos de 1

μg de ARN y empleamos el kit iSCRipt

cDNA synthesis Kit (Bio-Rad), y una

dilución 1:10 del ADNc obtenido para

realizar la qRT-PCR utilizando el kit iTaq

Universal Sybr Green Super Mix (Bio-Rad)

y los primers específicos

correspondientes.

3.3. Ensayo de migración por cierre de
herida
En ensayos previos realizados en nuestro

grupo habíamos evaluado la capacidad de

migración celular de nuestro modelo a

tiempos cortos (menores a 8 hs). En este

trabajo estamos interesados en validar

esos ensayos a tiempos más largos, para

así poder relacionarlos con los ensayos de

invasión. Para evaluar la capacidad de

migración cultivamos las células a

confluencia en DMEM 10% SFB en placas

de 48 wells. El día del ensayo lavamos la

monocapa con PBS y procedimos a

realizar la herida en forma de cruz con una

punta de tip amarillo (P200), arrastrándolo

por la monocapa con un ángulo

aproximado de 30° (no perpendicular).

Repetimos el lavado con PBS y

agregamos DMEM sin SFB a todos los

wells. Se fotografió a tiempo 4 hs, y luego

a las 48 hs.

3.4. Ensayo de invasión en spot de
agarosa
Para evaluar la capacidad de invasión de

nuestras líneas celulares preparamos

spots de agarosa siguiendo la técnica

reportada en bibliografía (Vinader V y col.,

2011). Para esto disolvimos agarosa de

bajo punto de fusión al 0.5% en PBS y la

colocamos en forma de gotas de 10 uL en

placas de 60 mm de diámetro. Dejamos

solidificar los spots durante 5 minutos a

4°C, sembramos las placas con 500.000

células SH-MDA o SCR-MDA en DMEM

completo y a las 4 hs realizamos un

lavado con PBS para eliminar las células

no adheridas. Mantuvimos las placas

DMEM completo a 37%C, 5% CO2 durante

todo el tiempo del ensayo. Los spots se

fotografiaron el día 1 y 5. para determinar

la capacidad de invasión de las células en

los spots de agarosa.



4. Resultados y discusión

Las células cancerosas con capacidad

metastásica expresan y secretan grandes

cantidades de MMPs, las cuales degradan

la MEC, y esto les permite extravasar,

migrar e invadir tejidos distantes.

Para evaluar cómo influye la presencia de

GPAT2 sobre

la capacidad metastásica de las células

de cáncer de mama MDA-MB-231

realizamos los ensayos de cierre de la

herida (Figura 1A) y de invasión del spot

de agarosa (Figura 1B). El ensayo de

cierre de la herida es un ensayo simple

que permite determinar si las células en

estudio tienen la capacidad de migrar

desplazándose sobre la herida generada

en la monocapa para establecer nuevos

contactos célula-célula. El ensayo del spot

de agarosa que realizamos es una

adaptación de la técnica publicada

(Wiggins H y Rappoport J. 2010) dado

que nosotros no agregamos ningún

quimioatrayente a la gota y solo lo

utilizamos como una medida de la

capacidad de invasión de las células

según expresen o no GPAT2. Como puede

observarse en la Figura 1 sólo las células

que expresan GPAT2 (SCR-MDA) tienen

la capacidad de desplazarse (Figura 1A) e

invadir (Figura 1B), confirmando que las

células que expresan GPAT2 tienen un

fenotipo tumoral más agresivo.

Figura 1 A. Ensayo de cierre de herida, células

silenciadas para GPAT2 (MDA SH) vs células sin

silenciar (MDA SCR). Fotografías tomadas a las 4 y

48 hs. B. Ensayo de spot de agarosa, células

silenciadas para GPAT2 (MDA SH) vs células sin

silenciar (MDA SCR). Fotografías tomadas a las 4 y

48 hs.

Para comenzar a estudiar los mecanismos

moleculares que permitan explicar la

relación entre la presencia de GPAT2 y el

aumento de la capacidad metastásica

decidimos cuantificar tanto la expresión de

metaloproteinasas como la de genes

relacionados con la reorganización de las

proteínas del citoesqueleto.

Las metaloproteinasas son un conjunto de

enzimas secretadas por las células

cancerosas con capacidad metastásica

capaces de degradar la membrana basal y

la MEC permitiéndole a estas células

extravasar, migrar e invadir tejidos

distantes (Gobin E y col., 2019). Como



puede verse en la Figura 2 al silenciar

GPAT2 (células SH-MDA) disminuye

también la expresión de las

metaloproteinasas 1 y 3, lo cual

correlaciona de manera directa con la

menor capacidad de migración e invasión

observada en las células que no expresan

GPAT2.

Figura 2. La expresión de metaloproteinasas MMP1,

MMP3 aumentó en células silenciadas para GPAT2

(SH-MDA) en comparación con células sin silenciar

(SCR-MDA). ** p < 0.01. *** p < 0.001. MMP9 no

mostró diferencia significativa.

El citoesqueleto de las células eucariotas

está compuesto por 3 tipos de fibras

principales, los microtúbulos, los

microfilamentos y los filamentos

intermedios, y por un conjunto de proteínas

accesorias encargadas de regular la

polimerización y despolimerización de la

fibras principales, y las interacciones de

estas fibras entre sí y con estructuras

intracelulares. El citoesqueleto se encuentra

implicado en procesos celulares básicos

como son la división celular, la adhesión, la

migración y el transporte intracelular. En el

cáncer estos procesos se encuentran

desregulados y esto favorece la

diseminación de las células tumorales

iniciando así la metástasis (Aseervatham J.

2020). Como puede observarse en la Figura

3 el silenciamiento de GPAT2 altera la

expresión de 5 genes relacionados con la

composición (TUBB2B, MAPT) o el

remodelado (AFAP1-L1, ARP-M1, MYLK) de

las fibras del citoesqueleto.



Figura 3. La expresión de genes AFAP1-L1 y

ARP-M1 disminuyó en células silenciadas para

GPAT2 (SH-MDA) en comparación con células sin

silenciar (SCR-MDA), mientras que la expresión de

MAPT, MYLK, TUBB2B aumentó. * p < 0.05. ** p <

0.01. *** p < 0.001.

Si bien necesitamos realizar más

experimentos para comprender en detalle

cómo los cambios en la expresión de estos

genes afectan a la capacidad metastásica

celular, en conjunto estos resultados

muestran que el silenciamiento de GPAT2

afecta a la estructura y/o dinámica del

citoesqueleto, alterando su función y

disminuyendo así la capacidad de

migración e invasión celular.

5. Conclusiones.

En este trabajo demostramos que la

presencia de GPAT2 en las células de

cáncer de mama MDA-MB-231 correlaciona

positivamente con cambios en la expresión

de genes que participan de los procesos de

migración e invasión celular y le otorga a las

células que la expresan un fenotipo tumoral

más agresivo.
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