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RESUMEN

La alfa-fetoproteina (AFP) es una glicoproteina fetal, de la familia de la albumina, de 590
aminoacidos, 66 kDa. Durante muchos afos, la AFP ha sido utilizada como un marcador
sérico para carcinoma hepatocelular y como marcador de defectos en el desarrollo fetal. Sin
embargo, recientemente se ha encontrado que esta proteina puede ser oncorreguladora en
diversas lineas celulares de cancer.
Reportes recientes indican que la actividad regulatoria dentro de la proteina completa esta
localizada en un péptido de 8 aminoacidos en la regidon carboxilo de la AFP humana nativa.
Adicionalmente, se sabe que esta actividad, en células de cancer de mama, esta restringida a
células que contienen receptores de estrogenos (RE). De igual forma, AFP y los péptidos
derivados de su sitio activo han mostrado ser antiestrotréficos, es decir capaces de bloquear
el crecimiento estimulado por estrégenos en tejidos normales y lineas celulares derivadas de
tumores, asi como en injertos tumorales. Aunque el mecanismo mediante el cual AFP ejerce
estos efectos no ha sido identificado, existen datos indirectos que suponen la presencia de un
receptor membranal para AFP en las lineas celulares MCF-7, HepG2, linfocitos T y mioblastos
(Dudich y cols., 1998).
Como primera etapa para crear una herramienta para estudiar y eventualmente clonar al
receptor de AFP, se cloné el gen de AFP unido al gen de la proteina verde fluorescente (GFP)
tanto por su lado amino (GFP-AFP) como por su lado carboxilo (AFP-GFP). Esta ultima
construccion puede ser exportada al exterior de la célula por la presencia de un péptido sefal.
Ambas construcciones fueron secuenciadas para asegurar su correcto disefio. Las proteinas
se expresaron en células COS-7. Se extrajo la proteina, tanto citoplasmatica como
extracelular para recuperar la AFP unida a GFP y se purifico parcialmente utilizando diferentes
concentraciones de sulfato de amonio a 4°C y se realizé6 un western blot para determinar la
fraccidn que contiene la proteina. Posteriormente, se caracterizo la proteina de fusion y se
determiné el efecto bioldgico sobre la proliferacion de células MCF-7, las cuales se conoce
presentan un receptor especifico para AFP. Es conocido que la AFP requiere ser activada
mediante un cambio conformacional, inducido por un ligando, y esto facilita la interaccién con
su receptor. Adicionalmente, se sabe que el estradiol, aunque tiene baja afinidad por la AFP
humana, en concentraciones altas permite el cambio conformacional en AFP necesario para
su activacion. Para determinar que las proteinas de fusion tuvieran la actividad previamente
establecida para la AFP silvestre, se realizaron experimentos de proliferacion y de
transactivacion del RE. Los resultados indican que ambas proteinas de fusion, GFP-AFP y
AFP-GFP, disminuyen la proliferacion celular de células MCF-7, solo cuando estan pre
incubadas con altas concentraciones de estradiol, sin embargo en ausencia de una pre
incubacién con estradiol no se lleva a cabo su efecto antiproliferativo. Adicionalmente, se
determind si la GFP-AFP y la AFP-GFP afectan la actividad transcripcional del receptor de
estrogenos en presencia y ausencia de estradiol en la linea celular HelLa, derivada de cancer
de cérvix y en la linea MCF-7 la cual se conoce presenta un receptor especifico para AFP. El
resultado indicé que la actividad transcripcional fue fuertemente afectada en la linea celular
MCF-7, que presenta un receptor especifico para AFP, mientras que en la linea celular HelLa
no fue afectada la actividad transcripcional mediada por un RE transfectado. Finalmente, se
demostrd por citometria de flujo que en la linea celular MCF-7, la GFP-AFP es capaz de ser
internalizada en estas células, mientras que en las lineas celulares LNCaP y COS-7 no se
internaliza esta proteina, por lo que estas lineas celulares son buenos candidatos para la
clonacion del receptor AFP, lo que resultaria de gran interés para comprender como AFP lleva
cabo su actividad antiproliferativa.
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ABSTRACT

Alpha-fetoprotein (AFP) is a fetal glycoprotein member of the albumin family. For many years,
AFP was used as a serum marker for hepatocellular carcinoma and as a marker for fetal
developmental defects. However, recently it has been found that this protein can be
oncoregulatory in various cancer cell lines. Recent reports indicate that the regulatory activity
within the whole protein is localized in an 8 amino acid peptide of at the carboxyl terminus of
the native human AFP. Additionally, it is known that this activity in breast cancer cells is
restricted to cells which contain estrogen receptors (ERs). Similarly, the AFP-derived peptides
and their active site have been shown to be antiestrotrophic, that is, capable of blocking
estrogen stimulated growth in normal tissues and tumor-derived cell lines and in tumor
xenografts. Although the mechanisms by which AFP exerts these effects has not been
identified, there are indirect data involving the presence of a membrane for AFP receptor in
various cell lines such as MCF-7, HepG2, T cells and myoblasts (Dudich et al., 1998).
As a first step to create a tool to study and eventually clone the AFP receptor, we cloned the
AFP gene fused to the gene of the green fluorescent protein (GFP) on its amino (GFP-AFP)
and its carboxyl side (AFP-GFP). This latter construction can be exported to outside the cell by
the presence of a signal peptide. Both constructs were sequenced to ensure proper design.
The fusion proteins were expressed in COS-7 cells. Protein was extracted from both the
cytoplasmic and extracellular media and each of the AFP fusion proteins were partially purified
using different concentrations of ammonium sulfate at 4 °C. Western blots showed that the
80% ammonium sulfate fraction contained the protein. Subsequently, the fusion proteins were
characterized to determine whether they were able to mimic the biological effect of the wild
type protein in terms of inhibiting estrogen induced proliferation and estrogen receptor
transcriptional activity in MCF-7 cells which have been previously shown to express the
putative AFP receptor. It is known that AFP needs to be activated through a conformational
change induced by a ligand, and this facilitates interaction with its receptor. In addition, it is
known that although estradiol has low affinity for human AFP, in high concentrations it is able
to evoque the conformational change in AFP necessary for activation. Proliferation
experiments showed that both fusion proteins, GFP-AFP and AFP-GFP, reduce cell
proliferation of MCF-7 cells, only when pre-incubated with high concentrations of estradiol,
however in the absence of this pre-incubation precludes this antiproliferative effect.
Additionally, we determined that both AFP-AFP and GFP-AFP decrease the transcriptional
activity of estrogen receptor in the presence of estradiol in MCF-7 cells, however they had no
effect on this activity in the HelLa cell line, suggesting that this cell line does no express the
AFP receptor. Finally, using flow cytometry, we demonstrated that GFP-AFP is internalized into
MCEF-7 cells, while human prostate cancer LNCaP cells and COS-7 from green monkey kidney
do not internalize this protein, suggesting that these cell lines do not express the AFP receptor.
Thus we have found that our fusion proteins has the same biological activity as the native
human protein and we have detected cell lines that do not express the putative AFP receptor
and are thus good cadidates to be used as null background cells for the cloning of this
receptor. The future cloning of the AFP receptor will be crucial to the understanding of how
AFP realizes its antiproliferative and antiestrotrophic activity in ER positive breast cancer cells.
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ANTECEDENTES
1 ESTROGENOS

1.1 FUNCION DE LOS ESTROGENOS

Los estrégenos pertenecen a la familia de hormonas esteroides, las cuales ejercen una gran
variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de diferentes tejidos. La
accidn reguladora primaria de los estrogenos esta restringida principalmente a los érganos
reproductivos; sin embargo, pueden regular otros procesos en tejidos como hueso, higado,
sistema cardiovascular y cerebro (Katzenellenbogen BS. y cols., 2000). EI mecanismo de
accion de este esteroide se lleva a cabo a través de su unidén a un factor de transcripcion
especifico localizado en el citoplasma y nucleo celular denominado receptor de estrogenos
(RE) (Couse JF, y cols., 1999) el cual regula la actividad de genes blanco para esta hormona.
Las hormonas en fluidos corporales se encuentran en concentraciones relativamente bajas
(del orden de los picogramos o nanogramos), por lo que el receptor debe tener gran afinidad
por su hormona. Puesto que el numero de receptores es finito, su poblacién en una célula y
tejido blanco es saturable. Las hormonas esteroides, como el estradiol, la progesterona, la
testosterona y los glucocorticoides, son moléculas liposolubles con una estructura basica de
ciclopentano-perhidrofenantreno caracteristica del colesterol. Estas hormonas son liposolubles
y tienen acceso directo al interior de la célula, atravesando la membrana plasmatica
alcanzando el nucleo celular. La subfamilia de receptores de hormonas esteroides esta
constituida de: receptores para androgenos (RA), estrégenos (RE), progestagenos (RP),
glucocorticoides (RG) y mineralocorticoides (RM). Son miembros de la superfamilia de
Receptores Nucleares que también incluye a los receptores de hormonas tiroideas (RT), de
acido retinoico (RXR y RAR) y receptores huérfanos (RH) (Egea PF. y cols., 2000; Heinlein
CA, 2002), entre otros.

1.2 RECEPTOR DE ESTROGENOS

El receptor de estrogenos pertenece a una superfamilia de receptores nucleares (RN), los
cuales son factores de transcripcion que regulan la expresién génica de manera dependiente
de su unién a ligando y en respuesta especifica a sefiales fisioldgicas y patoldgicas. Estas
proteinas poseen unidades estructurales y funcionales bien definidas (Aranda A. y cols., 2001;
Krishnan V. y cols., 2001). Actualmente se han identificado dos receptores de estrogenos
conocidos como REa y REB, formados por una sola cadena de 565 y 530 aminoacidos,
respectivamente (Kuiper GG. y cols., 1996) (Figura 1). Existe un tercero y nuevo receptor de
estrogenos transmembranal acoplado a proteinas-G conocido como GPR30 o GPER, que
actua de manera independiente de REa y RE[, pero influye en la activacion del factor de
crecimiento epidermal (EGF) y activa la via de transduccion de sefales de PI3K/Akt, pudiendo
asi participar en la biologia de diferentes canceres como el de mama (Filardo EJ. Graeber
CT. y cols., 2006; Prossnitz ER. y Barton M., 2011), que sera tratado mas adelante en esta
revision. REa y RE son codificados por diferentes genes y su expresion varia dependiendo
del tipo de tejido. REa es expresado predominantemente en dérganos reproductivos (utero,
mama y ovario), asi como en el higado y en el sistema nervioso central, en tanto que la forma
B es expresada mayoritariamente en otros tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto
urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata (Nilsson S. y cols., 2001; Anderson E. y
cols., 2002; Palmieri C. y cols., 2002). 13



Estos receptores, estan conformados por seis dominios denotados de la A a la F (Figura 1),
codificados por 8-9 exones (Kuiper GG. 1998) (Fig. 1). Ambos tienen un dominio central de
union al DNA (DBD) muy conservado que mediante dos “dedos de zinc”, se une a secuencias
especificas en el promotor o a los sitios “enhancer” de genes regulados por estrogenos
(Klinge CM. y cols., 2001). La region carboxilo-terminal del receptor constituye el dominio de
unidn a ligando (LBD) el cual reconoce a los estrégenos naturales como 17B-estradiol (E2) y a
ligandos sintéticos que pueden ser antagonistas totales o SERMs (Moduladores Selectivos del
RE), que pueden activar o inhibir al receptor dependiendo del contexto celular y del promotor.
Adicionalmente, el LBD contiene una regién de localizacion nuclear, regiones de
homodimerizacion y un dominio de transactivacion denominado AF-2, el cual es dependiente
de ligando. La interaccion con E2 activa al receptor promoviendo una serie de cambios
conformacionales que incluyen dimerizacion, lo que permite que la regién AF-2 promueva su
interaccidn con coactivadores transcripcionales (Klinge CM. y cols., 2000). Entre el DBD vy el
LBD existe una region variable denominada bisagra. La region amino-terminal es la mas
variable entre los miembros de la familia, tanto en tamafo como en secuencia de
aminoacidos, y contiene una region de transactivacion denominada AF-1, la cual es ligando-
independiente. Las regiones AF-1 y AF-2 pueden activar la transcripcion de manera
independiente o sinérgica dependiendo del contexto celular y del promotor (Tzukerman MT. y
cols., 1994). Por ultimo, en la region N-terminal existen diversos sitios de fosforilacion, los
cuales son regulados por una variedad de proteinas cinasas (Kumar R. y cols., 2003). El papel
que tiene la fosforilacion en la actividad de los receptores nucleares no esta completamente
definido, pero probablemente esta involucrado en la modulacién de la actividad de AF-1 y su
interaccion con correguladores, asi como en la intercomunicacion con otras vias de
transduccion de sefiales. Adicionalmente, se ha visto que la fosforilacion del RE puede
relacionarse con su union a sus elementos de respuesta a estrogenos (ERE). Todos los
receptores de esteroides, incluyendo el REa (Denton RR y cols., 1992), son fosforilados
después de la unién a sus ligandos respectivos (Weigel NL. y cols., 1998)
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Los receptores nucleares estan constituidos por tres
dominios:

& Dominio amino terminal
@ Dominio de unién a DNA (DBD)
@ Dominio de unién a ligando (LBD)

Figura 1. Estructura de receptores de estrégenos Alfa.
1.3 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENICA MEDIADA POR EL RE.

El RE activado por ligando, se dimeriza y se une a secuencias especificas sobre promotores
blanco, denominadas ERE. La minima secuencia consenso ERE, es una repeticion
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palindromica invertida (IR): 5’AGGTCAnnnTGACCT-3"°, donde n es cualquier nucledtido
(Klein—Hitpass L. y cols., 1998), y se diferencia en solo 2 pb de los GRE (elementos de
repuesta a glucocorticoides) (Klock G. y cols., 1987). La secuencia palindromica de los ERE
tiene un tamano aproximado de 17 pb, ya que las secuencias flanqueantes son importantes
para determinar la afinidad con la cual RE se une a éstas. La mayoria de los genes que
responden a estrogenos presentan secuencias imperfectas no palindromicas (Driscoll MD. y
cols., 1998). Se han localizado EREs funcionales en promotores de genes humanos como
pS2 (Jeltsch JM. y cols., 1987), oxitocina (Richard S. y cols., 1990), c-fos (Weisz A. y cols.,
1990), c-myc (Weisz A. y cols., 1988), TGF-a (El-Ashry D, Chrysogelos SA y cols., 1996),
lactoferrina (Teng CT. y cols., 1992), prolactina (Berwaer M. y cols., 1994), PR (Kraus WL. y
cols., 1994), catepsina D (Augereau P. y cols., 1994), y complemento 3 (Norris JD. y cols.,
1996). El REaq, al unirse a ERE provoca una curvatura del DNA sobre el surco mayor (Berwaer
M. y cols Kim J. y cols., 1997). Esta conformacion del DNA, facilita las interacciones entre los
componentes del complejo de transcripcion basal y el promotor del gen blanco, también
permite la entrada de otras proteinas, incluyendo a correguladores, que pueden estabilizar
estas interacciones y promover la iniciacion de la transcripcion. Una vez que el complejo de
iniciacion esta completo, la RNA polimerasa Il es reclutada y activada, y se inicia la
transcripcion (Klinge CM. y cols., 2000).

1.4 MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS

Actualmente se reconocen cinco mecanismos mediante los cuales el receptor de estrégenos
regula el crecimiento y proliferacion celular (Hall JM. y cols., 2001):

|. Mecanismo clasico de activacion dependiente de ligando: La unidn de ligando activa al RE
induciendo interaccion con el DNA y activacion transcripcional de genes blanco.

Il. Activacion independiente de ligando: Varias cinasas de las redes de sefializacion de
factores de crecimiento logran activar al RE y sus proteinas correguladoras en ausencia de
ligando.

lll. Activacion independiente de la union del complejo hormona-receptor a su elemento de
respuesta especifico sobre el DNA. EI RE unido a su ligando puede activar promotores
mediante su unidn a otros factores de transcripciéon, como AP-1, utilizando los sitios de unién a
DNA de éstos.

IV. Senalizacion no-gendmica (RE de membrana): Activacion de otras cascadas de
transduccion de sefiales por medio de un receptor estrogeno-regulado anclado a la membrana
(GPR30).

V. Acciones no gendémicas del REa.

Los mecanismos de accidon de los estrogenos son clasificados en dos principales
mecanismos:
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1.4.1 Mecanismo Clasico: El receptor de estrogenos se encuentra en el nucleo o en el
citoplasma de la célula. En ausencia de ligando esta secuestrado en un complejo con
proteinas de choque térmico Hsp90 y Hsp70. Cuando se une la molécula de estrogeno, el
receptor de estrégenos es activado, disociandose de las proteinas de choque térmico llevando
a un cambio conformacional que le permite la homodimerizacion y su unidén a elementos de
respuesta especificos (ERE). Una vez sobre el promotor, los REs reclutan un gran numero de
proteinas necesarias para iniciar la transcripcién. La unién del receptor al DNA recluta factores
generales de transcripcion, remodeladores de la cromatina y a la RNA polimerasa (RNA pol Il)
tanto en unidn directa o a través de proteinas intermediarias llamadas coactivadores (Figura 2)
(Halachmi S. y cols., 1994; Kumar R. y cols., 2003; McKenna NJ. y cols., 2002; Rosenfeld MG.
y cols., 2001). El complejo RE-coactivadores estabiliza la formacién del complejo proteinico de
la transcripcion y regula el acceso al promotor (figura 3). La transcripcion de muchos genes es
incrementada por estradiol, mientras la transcripcion de otros es inhibida (Fragor J. y cols.,
2002). En general, los genes que son regulados positivamente estan involucrados en la
regulacion de la proliferacion, la progresion del ciclo celular, la inhibicion de la apoptosis, la
estimulacién de la invasion (metastasis), y la promocion de la angiogénesis; mientras las
proteinas inhibidas tienden a ser reguladores antiproliferativos o productos de genes pro-
apoptaoticos.

1.4.2 Activacion Independiente de EREs: De manera alternativa, la activaciéon del RE puede
ocurrir sobre elementos de respuesta heterélogos por medio de su interaccion con otros
factores asociados a elementos de respuesta alternativos, como ocurre con AP-1 en los
promotores de ovoalbumina (Halachmi S. y cols., 1994), colagenasa 10 e IGF-1 (Harper MJ. y
cols., 1966). Adicionalmente, el RE puede aumentar la transcripcion mediada por SP-1 en
sitios ricos en GC del promotor del E2F e interviene en la activacion de varios genes como
son: Myc, TGF beta 3 y receptor de acido retinoico, entre otros, mediante mecanismos aun no
identificados (Bramlett KS. y cols., 2001; Burakov D. y cols., 2002; Gustafsson JA. y cols.,
2000). La activacion de la transcripcion por RE en sitios alternativos es considerada como un
factor muy relevante en el mecanismo de accion de RE. Por ejemplo, el SERM “modulador
selectivo del receptor de estrogenos” (del ingles selective ER modulators) tamoxifén (TAM),
puede actuar como antiestrogeno en EREs y como un ligando agonista en sitios AP-1,
dependiendo del contexto celular y del promotor (Fuqua SA. y cols., 2000), se ampliara mas a
detalle su funcion biologica y los alcances en la clinica durante los siguientes capitulos.
Ademas y aunque es menos conocida la actividad del REp, este tiene algunas funciones
distintas de las del REa y puede tener efectos opuestos en la proliferacion de tumores
(Gustafsson JA. y cols., 2000; Cause JF. y cols., 2000). En ambos casos, la regulacion
transcripcional especifica celular mediada por el RE es modulada por el reclutamiento de
coactivadores, que incrementan la transcripcion o corepresores que afectan negativamente la
expresion de genes blanco.
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Figura 2. Activacion del receptor de estrégenos: Al unirse el receptor con estradiol, se desprende de las proteinas
de choque térmico, hsp90 y hsp70. Cambia su conformacion, expone la sefial de localizacidn nuclear (NLS) y se
dimeriza. El receptor se une a los elementos de respuesta al estrogeno (ERE) en el promotor y recluta complejos
proteicos necesarios para iniciar la transcripcion.

1.5 EFECTOS NO GENOMICOS (ENG) DE LOS ESTROGENOS

En contraste con los efectos gendmicos de los estrogenos, a los que ya se hizo referencia y
que estan mediados por un REa o REf nuclear, se han descubierto efectos adicionales de los
estrogenos y recientemente se han examinado acciones de los estrégenos que se ejecutan en
segundos. En estos casos se ha determinado que no tiene lugar la estimulacion de la
expresion génica, por lo que a este tipo de respuestas se les ha denominado “efectos no
genomicos” de los estrégenos, observados en diferentes tipos celulares (Font de Mora J. y
cols., 2000). El uso de inhibidores de la transcripciéon del ADN o de la traduccion como la
actinomicina o la cicloheximida, no son eficientes para inhibir las acciones estrogénicas de tipo
no gendmico. Por el contrario, se ha demostrado que intervienen en procesos como el
reclutamiento de sefales de localizacion de la membrana celular, que incluyen a los segundos
mensajeros AMP ciclico, calcio y 6xido nitrico, asi como la activacion de cinasas como la
tirosin cinasa, proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), ERK (extracellular signal-
regulated kinase) y la proteina cinasa B (PKB/Akt), entre otras.

Desde hace algunos afios se ha reportado que las hormonas esteroides pueden tener una
accion celular rapida que no involucra mecanismos transcripcionales (Cowley SM y cols.,
1999; Cui Y. y cols., 2004). Se identificaron sitios de union para estrogenos en la membrana
de células endometriales que dirigen la induccion de AMP ciclico (Cullen R. y cols., 2004).
Una localizacion celular precisa de estos REs y el mecanismo por el que ellos sefializan es
aun controversial, sin embargo, muchos estudios usando una variedad de técnicas incluyendo
microscopia confocal, sugieren la existencia de un pequefio pool de REs localizados en la
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membrana plasmatica y el citoplasma (Delage-Mourroux R. y cols., 2000; Dotzlaw H. y cols.,
2002). La actividades de sefialamiento esteroideo iniciadas en membrana “MISS” (del inglés,
membrane-initiated steroid signaling) del RE resulta en la activacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR, del ingles Epidermal growth factor receptor), activando la via de
las cinasas con actividad mitogénica MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinases o del
espafiol MAP cinasa) fosfatil inositol 3 cinasa y la Akt (protein cinasa B), enzimas de
sefalizacion y adaptadores tales como adenil ciclasa y Shc 40. Recientemente se identificd un
receptor de membrana conocido como GPR30 (G-protein coupled Estrogen Receptor),
también llamado GPER que estimula la actividad de segundos mensajeros caracteristicos de
receptores que presentan siete dominios transmembranales, que abarca a los receptores
(7TMRs), y los cuales activan calcio intracelular (Shou J. y cols., 2004), ademas del AMP
ciclico (Cullen R. y cols., 2004) y el inositol trifosfato (Bouras T. y cols., 2001; Filardo E, y cols
2007), que activa una metaloproteasa que libera un factor de crecimiento epidermal unido a
heparina de la superficie celular, que se une a EGFR de forma paracrina o autocrina para
activar al receptor y su via de sefalizacion rio abajo. Asi, el efecto del RE de membrana
puede estar influenciando la via de sefalizacién del EGFR que se observa de forma mas
evidente en canceres de mama que sobreexpresan EGFR y HER- 2/neu (Bunone D. y cols.,
1996; Bourguet W, y cols., 2000; Bramlett G, y cols., 2002). GPR30 actua independientemente
de REa y RER, y dirige la accion de EGFR de forma dependiente de estrogenos. En este
sentido GPR30 puede desempefiar un papel importante en la biologia del cancer de mama.
Adicionalmente, algunos SERMS como el tamoxifén, activan al RE de membrana de manera
similar a los estrégenos. Asi, la estimulacion del RE por tamoxifén y otros SERMs puede, en
parte, explicar la resistencia a estos agentes observados en tumores que sobreexpresan HER-
2/neu (se abordara este hecho ampliamente en los siguientes capitulos) (Bunone G. y cols.,
1996; Frasor J. cols., 2003). Ademas, los efectos no genomicos (ENG) de los estrogenos han
sido intensamente investigados y parecen estar involucrados en una gran cantidad de efectos
fisiolégicos que incluyen practicamente todo el organismo. Se han realizado numerosos
estudios para probar la existencia de receptores de estrogenos (RE) nucleares con
localizacion en el citosol, que pudieran asociarse con la aparicion de los ENG; asi, algunos
resultados sefialan que, luego de la activacion del REaq, se produce un incremento drastico en
la produccion de 6xido nitrico a nivel endotelial por aumento de actividad de la oxido nitrico
sintetasa (ONS). Otros datos experimentales sugieren que tanto el REa como el REB se
relacionan con la activacion del sistema enzimatico ONS, asi como de otras rutas enzimaticas,
pero los efectos desencadenados dependerian de cada tejido particular, con activacion de
diferentes cascadas de sefalizacion en los distintos tejidos.

1.6 INTERCOMUNICACION DEL RE CON OTRAS VIAS DE SENALIZACION

La intercomunicacion (coss-talk) descrita entre el RE y algunas vias de transduccion de
sefales puede contribuir a adquirir resistencia endocrina en células tumorales sensibilizadas
por antiestrogenos. Varios factores de crecimiento pueden estimular la actividad del RE en
ausencia de su ligando, incluyendo EGF vy la proteina cinasa A (PKA) (Bounone G. y cols.,
1996; Smith CL. y cols., 1998).

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que los RE membranales puede activar
la sefalizacion de HER-2/neu, a través de una cascada de cinasas rio abajo de HER-2/neu y
sus proteinas reguladoras pueden, a su vez, fosforilar y activar al RE (Figura 3) (Shou J. y
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cols., 2004). Ademas el RE es activado por una variedad de cinasas en la via del HER-2/neu
incluyendo ERK 1/2 y p38, MAPKSs, ciclina-dependiente de cinasa 2, ciclina dependiente de
cinasa 7, c-Src, PKA, pp90rsk1 y Akt (Fuqua SA. y cols., 2004). La fosforilacién de algunos de
estos sitios especificos incrementa la actividad transcripcional del RE aun cuando esta unido a
tamoxifén, jugando asi un papel de importancia en la resistencia a terapia endocrina (Shou J.
y cols., 2004; Ali S. y cols., 1993). Como se muestra en la figura 3, la fosforilacion de
coactivadores y corepresores del RE también es importante. La fosforilacion del corepresor N-
CoR causa la salida de la proteina del nucleo haciéndola no disponible para reprimir la
actividad transcripcional de RE (Girault I. y cols., 2003). La fosforilacion de coactivadores tales
como AIB1 (SRC3) incrementa la transcripcion dependiente de RE (Shou J. y cols., 2004; Ali
S. ycols., 1993; Hong SH. y cols., 2000).

Evidencias clinicas y experimentales sugieren que la expresion incrementada de EGFR y
HER-2/neu es asociada a una respuesta disminuida al tratamiento con tamoxifén (Shou J. y
cols., 2004; Mass R. y cols., 2000; Nicholson RI. y cols., 2002). HER-2/neu es sobreexpresado
en 20-30% de los canceres de mama y esta asociado con una incrementada tumorigenicidad
y resistencia a terapia endocrina (Wright C. y cols., 1992). Ademas, datos de modelos
experimentales sugieren que la resistencia a terapia a través de la privacion de estrogenos,
tales como el tratamiento con inhibidores de aromatasas ocurre a través de una adaptacién a
un fenotipo hipersensitivo a estrogenos que puede involucrar la activacion de ERK 1/2 y la via
MAPK (Masamura S, y cols., 1995). Se ha encontrado que ERK1/2 estan incrementadas en
lineas celulares de cancer de mama resistentes a estrogenos y en pacientes, y esto
correlaciona con una pobre calidad de vida y corta respuesta a terapia endocrina, asi como
decremento de la sobrevivencia (Gee JM. y cols., 2001; Martin LA. y cols., 2005; Shim WS. y
cols., 2000). Esto sugiere un importante papel para la actividad de ERK1/2 en resistencia
endocrina. Inicialmente, se podria esperar que los inhibidores de aromatasas sean mas
eficientes que el tamoxifén en tumores que sobreexpresan receptores de factor de
crecimiento, ademas los inhibidores de aromatasas reducen la concentracion de ligandos
tanto de RE nucleares como membranales, mientras que tamoxifén podria activar a los
receptores de membrana. Varios estudios clinicos ahora sustentan esta idea y se tiene
demostrada una superioridad de los inhibidores de aromatasas sobre el tamoxifén en estos
estudios. (Smith I. y cols., 2003; Zhu L. y cols., 2004).

Evidencias clinicas adicionales apoyan el papel del “cross-talk” de diferentes vias de
sefalizacion. Asi, en un estudio reciente donde pacientes cuyos tumores expresaron altos
niveles del receptor de membrana HER-2/neu y el coactivador de RE AIB1, mostraron
resistencia al tratamiento hormonal, después de haber recibido tamoxifén como tratamiento
para la enfermedad. Lo que se concluyo en este estudio fue que las células tumorales
pudiesen encontrar alguna via alterna para impedir el efecto del tamoxifén (Instituto Nacional
de Estadistica: INE-BASE: Cifras de poblacién al 1 de Enero de 2000: Poblacion Total por
Sexo. http://www.ine.es).

Por otra parte la via de sefializacion fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) también juega un papel
importante en la actividad del RE. La activacién de la serina/treonina cinasa, AKT, uno de los
blancos rio abajo (downstream) de esta via, esta involucrada en la fosforilacion de Ser 167
que en ciertos casos resulta en la activacion ligando-independiente del RE (Campbell RA. y
cols., 2001; Matin MB. y cols., 2000). Los tres miembros de la familia Akt han sido
encontrados sobreexpresados en cancer de mama asi como en otros canceres, usualmente a
través de la amplificacion de genes (Testa JR. y cols., 2001). Estos datos sugieren que la
regulacion aberrante de esta via de sefalizacion puede jugar un papel en el desarrollo de la
progresion a la resistencia enddcrina del cancer de mama.
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Figura 3. Via de sefalizacion del RE (ERa/ER del ingles estrogen receptor) (Jordan VC. 2001).

1.7 CANCER DE MAMA Y RELACION CON LA REGULACION DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en la mujer en nuestro pais. Los
ultimos datos indican que causa el 18.2% de las muertes por cancer en la mujer y es la
primera causa de muerte en mujeres entre los 40 y 55 afos. Su incidencia esta en aumento
sobre todo en los paises desarrollados (NCCN, 2007). A pesar de que aumenta la incidencia,
la tasa de mortalidad ha disminuido en los ultimos afios. Estos beneficios se atribuyen a los
programas de deteccion precoz y a los avances en el tratamiento sistémico (Levi F. 2005).
Diferentes estudios han examinado los mecanismos de la carcinogénesis de la mama lo que
ha originado el estudio de varios factores que pueden incrementar el riesgo para la
enfermedad, entre ellos encontramos: Los factores hereditarios, el uso indebido de hormonas
sintéticas, la edad avanzada durante el primer parto o abstenerse de embarazarse, asi como
el abuso de alcohol, tabaco u otras drogas. Asi, entre los componentes hereditarios se han
identificado los genes llamados BRCA1 y BRCAZ2, los cuales son responsables de la mayoria
de los casos de cancer de mama inherentes; sin embargo, solo se presentan mutaciones en
estos genes en menos del 5% de los casos (Miki Y cols., 1994; Wooster R. y cols., 1994).
Adicionalmente, mutaciones en BRCA1/2 también predisponen a mujeres a desarrollar cancer
de ovario, que tiene una alta tasa de mortalidad.

Entre el 40-70% de los canceres de mama expresan al REa (Cullen R. y cols., 2001). El
descubrimiento de la participacion de estrégenos ovaricos (el mas abundante en circulacion es
el 17p-estradiol o E2), en la estimulacion del crecimiento de cancer de mama los ha hecho un
blanco importante de un sin numero de terapias que inhiben la sintesis de estrogenos o
bloquean su receptor. Es claro que en una gran proporcion de casos el E2 promueve la
progresion de cancer de mama estimulando la proliferacion celular. Esto se apoya en la
correlacion entre la positividad de RE en tumores de mama y su respuesta a terapia
endocrina, lo que indica que los receptores de estrogenos (REs) juegan un papel critico en la
fisiopatologia del cancer de mama

La razdn por la cual la exposicion prolongada a estrogenos puede incrementar el riesgo de
desarrollar cancer de mama es desconocida. Una posibilidad es que los estrogenos
promuevan el desarrollo de cancer de mama a través de la accién mediada por el RE a través
de algunos de sus metabolitos. Hay evidencias en modelos murinos que muestran que
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algunos productos hidroxilados de estrogenos (conocidos como catecol-estrégenos) pueden
ser convertidos en quinonas que pueden causar alteraciones en el DNA (Cavailieri y cols.,
1997). Estrogenos no esteroides como el dietilestilbestrol, también pueden ser carcinogénicos,
probablemente a través de su conversion a catecol-quinonas que pueden causar dafos al
DNA. Sin embargo, no hay evidencias de porqué la accion de estos carcindbgenos podria ser
restringida solo a canceres de mama o de utero, aunque una posibilidad se deba a que estos
tejidos tienen altos niveles de enzimas metabolizantes de estrogenos (Safe SH. y cols., 1998;
Clemons M. y cols., 1998).

La expresion de REa es factor de buen prondstico en pacientes de cancer de mama; sin
embargo, el valor prondstico del REb aun no se ha definido. Recientemente, se ha reportado
que ERDb y varias de sus isoformas, pueden regular la actividad de REa en cancer de mama
(Fugua SA. y cols., 1999; Speirs V. y cols., 2000; Witck A. y cols., 2003). Aproximadamente el
70% de los tumores de mama expresan RE, por lo que son candidatos a terapia antihormonal
con moduladores selectivos del receptor de estrégenos como el tamoxifén que ya se
menciond anteriormente.

La terapia endocrina constituye parte esencial del tratamiento tanto en el escenario adyuvante
como en la enfermedad metastasica y es determinado por la expresion de los receptores de
estrogenos (RE) y/o los receptores de progesterona (RP). Al momento se cuenta con dos
recursos farmacologicos para reducir el efecto del estrégeno en las células tumorales: la
inhibicion de la accidn del estrogeno con agentes antiestrogénicos y la prevencion de la
produccion de estrogenos por medio de la inhibicion de la enzima de la aromatasa. Tamoxifén
adyuvante por 5 afos es el tratamiento estandar para mujeres premenopausicas que
expresen ER y/o PR. En las mujeres posmenopausicas los inhibidores de aromatasa con o sin
Tamoxifén son el nuevo estandar de manejo adyuvante (Morales Vazquez, 2006). Tamoxifén
es un farmaco ampliamente utilizado para tratar todos los estadios de cancer mamario en
pacientes REa positivo, asi como para la prevencion del cancer en mujeres con alto riesgo de
desarrollar la enfermedad (Fisher B. y cols., 1998) y es uno de los agentes de tratamiento
oncolégico mas seguro, barato, bien tolerado y ante todo efectivo, demostrado por numerosos
ensayos clinicos. El tamoxifén tiene efectos antagonistas en la glandula mamaria mientras
muestra efectos agonistas en hueso y utero, eliminando asi los efectos negativos sobre hueso
que tendria un antagonista completo. Sin embargo, un tercio de las pacientes con cancer de
mama REa positivo, y que han respondido a terapia con tamoxifén, desarrollan resistencia
después de tratamientos prolongados, permitiendo que los tumores se desarrollen
nuevamente y que la enfermedad se vuelva recurrente.

El mecanismo a través del cual se desencadena la resistencia en este tipo de cancer, aun no
se conoce, sin embargo, en la mayoria de los casos no se ha visto asociada con la perdida de
expresion o mutaciones del REa (Dorssers LC. y cols., 2001). Por lo anterior, existe la
hipétesis de que el mecanismo de resistencia a tamoxifén, puede deberse a modificaciones en
la interaccion del ERa con algunas proteinas correguladoras, y/o por activacion mediada por
diversas vias de transduccion de sehales que se mencionaron anteriormente.

1.8 RECEPTORES MEMBRANALES BLANCO EN EL TRATAMIENTO CONTRA CANCER
DE MAMA

Existen diversos mecanismos moleculares a nivel celular que pueden funcionar como
oncogénicos. Sin entrar en detalle en ellos, diversos oncogenes codifican para receptores
mutados de factores de crecimiento, con actividad tirosina-cinasa cuya activacion por ligandos
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(conocidos para unos receptores y desconocidos para otros) desencadena la activacion de las
vias de senalizacion celular que llevan a la proliferaciéon descontrolada. La mutacion mas
comun es la delecion del dominio extracelular; en otras ocasiones se observan mutaciones
puntuales que confieren la propiedad de estar activados de modo constitutivo. Con menos
frecuencia se deleta el extremo carboxilo terminal de dichos receptores y asi se elimina una
secuencia reguladora negativa de la actividad del receptor. Sin embargo, para el receptor
membranal de mas relevancia identificado en el cancer de mama en los ultimos afos, el
mecanismo por el que tiene lugar la oncogénesis es por un aumento de la expresion del
receptor no mutado; el subsiguiente incremento de la actividad tirosin-cinasa induce
transformacién celular. Hablamos de HER-2/neu; se trata de una proteina de membrana que
corresponde al receptor tipo 2 (de 4 descritos hasta la actualidad) del factor de crecimiento
epidérmico. La amplificacion del gen del HER-2/neu se encuentra en un 30 % de los canceres
de mama y se correlaciona con mas incidencia de metastasis en los ganglios regionales,
grado histologico mas agresivo y presencia de estadios mas avanzados al diagndstico.
Adicionalmente, se relaciona con resistencia a diversos agentes quimioterapéuticos vy
hormonales. Los analisis multivariantes apoyan que su expresion ejerce una influencia
(negativa) independiente del resto de los factores prondsticos en la supervivencia en
pacientes con ganglios positivos respecto a la no expresiéon. HER-2/neu esta codificado por el
gen erbB-2 humano que codifica una proteina de 1255 aminoacidos perteneciente a la familia
de los receptores tirosina-cinasa (RTK). Los miembros de esta familia incluyen tanto al EGFR
(codificado por el erbB-1), como a las proteinas codificadas por los genes erbB-2, erbB-3 y
erbB-4 (Allred DC. y cols., 1986; Allred DC. y cols 1993).

La union de los ligandos a los receptores con actividad tirosina-cinasa produce, en general, la
dimerizacion del receptor. (Cochet C. y cols., 1988). A continuacién se inicia la actividad
tirosna-cinasa del receptor, fosforilando sitios tirosina del propio receptor; de esta manera
permite la union estable a las moléculas efectoras que ponen en marcha los caminos de
sefnalizacion celular. La activacion de HER-2 pone en marcha al menos 5 vias de sefializacion
celular independientes la mayoria de las cuales pueden iniciar la activacion de genes en el
nucleo (Vias del PLC, fosfatidil inositol-3-cinasa, STAT-91, RAS-RAF-MAP y SRC) (Weiner
DB. y cols.,, 1989; Pawson T. y cols., 1993). Mientras que HER-2/neu se expresa a
concentraciones bajas en diversas células normales, en varios canceres se sobreexpresa. En
general este hecho esta causado por amplificacidn genética o un incremento del numero de
genes erbB-2 en el nucleo. Esta sobreexpresion desempefa un papel en la progresion del
tumor, incrementando el crecimiento celular y la transformacion oncogénica.

A nivel practico, la significacion del HER-2/neu en el cancer de mama es multiple: el cancer
de mama evoluciona desde la lesidn premaligna no invasiva (carcinoma in situ) hasta el
carcinoma metastatico, pasando por los estadios localizados.

Es posible encontrar la amplificacién del erbB-2 en todos los estadios del cancer de mama,
pero no se ha encontrado en lesiones benignas de la mama; esto sugiere que el gen no se
amplifica antes de un verdadero estado maligno (Allred DC. y cols., 1992). La sobreexpresion
se mantiene en lesiones metastazicas, sugiriendo una funcién continuada del HER-2. (Lacroix
H.y cols., 1989).

El grupo de Niehans et al. (Niehans GA. y cols., 1993) analizé la expresion de esta
oncoproteina en 30 pacientes mediante inmunohistoquimica. De ellos, 18 sobreexpresaban el
HER-2/neu en las metastasis, 15 (80%) de los cuales lo sobreexpresaban en todas.
Adicionalmente, todos los pacientes con sobreexpresion en tumor primario, mostraban
sobreexpresidon en las metastasis. De hecho, se ha sugerido que la prevalencia de
sobreexpresion del HER-2 en lesiones metastasicas a distancia es mucho mayor del 30%

presente en las lesiones localizadas en la mama, sugiriendo una seleccion positiva de las
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clonas celulares que sobre-expresan este factor. Por ejemplo, el trabajo de Braun et al (Braun
S. y cols., 2001) muestra en médula 6sea una prevalencia del 60% de sobreexpresion del
HER-2/neu en las micrometastasis del cancer de mama. Esto abrié la posibilidad al uso del
Trastuzumab anticuerpo monoclonal humanizado, desarrollado contra este factor de
membrana. Un anticuerpo monoclonal supone un cambio conceptual en el tratamiento de los
tumores sdlidos, constituyendo la primera terapia dirigida especificamente contra las células
tumorales y sin efecto sobre las células normales, con verdadera eficacia clinica. Es frecuente
en la practica clinica observar regresion de todas las lesiones metastasicas al tratar a las
pacientes con Trastuzumab, apoyando que la hipotesis de la presencia del HER-2 en todas
las metastasis no es solo un hallazgo de laboratorio, sino que tiene traduccion real.

HER-2 no solo es importante por ser en si mismo una diana terapéutica. Diversos trabajos
sugieren que la amplificacion del HER-2/neu esta relacionada con la resistencia a tratamientos
quimio/hormonales en el cancer de mama avanzado. El tamoxifén ha sido, hasta hace poco, el
tratamiento de eleccion de primera linea en cancer de mama metastatico en pacientes no
jovenes, sin metastasis viscerales progresivas o con peligro para la vida. Sin embargo, los
trabajos de Nabholtz et al. (Nabholtz JM. y cols., 2003), Mouridsen H, et al. (Mauridsen H. y
cols., 2003) y Paridaens R, et al. (Paridaens R. Y cols., 2004) han mostrado una superioridad
de los inhibidores de la aromatasa anastrozol, letrozol y exemestano respecto al tamoxifén.
Adicionalmente, dos trabajos sugieren que la efectividad del tamoxifén es inferior en las
pacientes que sobreexpresan HER-2/neu (Wright C. y cols., 1992; Bianco AR y cols., 1998). Al
parecer, los inhibidores de la aromatasa podrian superar esta adversidad, es decir, al producir
una deprivacion de estrégenos podrian evadir los mecanismos de resistencia mediados por
HER-2/neu (Wong ZW. y cols., 2004).

En lo que respecta a la resistencia a quimioterapéuticos, la mediacion de HER-2/neu en
pacientes con cancer de mama localizado es mas controvertida: En los primeros estudios
acerca del impacto pronostico de la amplificacion del HER-2/neu se sugiere que el prondstico
desfavorable para los pacientes con dicha caracteristica se debe en parte a la resistencia a
quimioterapéuticos, en particular al régimen Ciclofosfamida/Metotrexato/Fluorouracilo (CMF).
Dichos estudios datan del afio 92 (Allred DC. y cols., 1992; Gusterson BA. y cols., 1992). Sin
embargo, estudios posteriores no confirmaron diferencias en la respuesta a CMF entre los
pacientes con amplificacion del gen y los pacientes sin ella.

La ciencia avanza en la investigacion de nuevos farmacos que puedan ayudar a combatir
esta enfermedad que aqueja a una gran cantidad de mujeres en nuestro pais y en el mundo.
Asi, se ha observado que una nueva clase de agentes con actividad anticancerigena como
AFP pueden ser utilizados como agentes terapéuticos en el combate del cancer de mama.

2 ALFA-FETOPROTEINA EN CANCER DE MAMA
2.1 GENERALIDADES

La Alfa-fetoproteina (AFP) es una glicoproteina sérica fetal, de la familia de la albumina, con
masa molecular de 68 kDa. Durante muchos anos, la AFP ha sido utilizada como un marcador
sérico para carcinoma hepatocelular y defectos en el desarrollo fetal. Sin embargo,
recientemente se ha encontrado que esta proteina puede ser oncorreguladora en diversas
lineas celulares de cancer. Desde su descubrimiento en 1956, se han reportado un gran
numero de actividades para la AFP, que incluyen transporte de acidos grasos poliinsaturados,
union y transporte de varios ligandos tales como bilirrubina, acidos grasos, esteroides, metales
pesados, colorantes, flavonoides, piroestrégenos, dioxinas y varias drogas (Mizejews,ki23



GJ. y cols., 1985, Deutsch HF. y cols.,1991), inmunorregulacion, regulacion de presion
osmoética en fluidos intravasculares y como marcador en la circulacién materna para productos
fetales con carcinomas hepatocelulares embrionarios y defectos del nacimiento (Tatarinov YS.
y cols., 1986, Crandall BF. y cols.,1981; Smalley JR. y cols., 1980; Lazarevich NL. y cols.,
2000). Adicionalmente, se ha demostrado que la AFP es capaz de modular el crecimiento
regulado por estrogenos en células de cancer mamario humano (Nathan C, y cols., 1993).
Como se mencion6 anteriormente, niveles alterados de AFP en suero han sido observados
coincidentemente con manifestaciones aberrantes de crecimiento fetal, sin embargo no es la
causa de tales cambios. Aunque AFP no es la causa directa de las alteraciones de
crecimiento observadas en defectos en el nacimiento y en cancer, es concebible que algunas
formas (variantes) conformacionales de esta proteina, inducidas por el shock/estrés, pueden
influenciar o contribuir a tales eventos. En la década pasada, emergieron reportes sugiriendo
que algunas de estas formas de AFP pueden servir como reguladores duales del crecimiento,
capaces tanto de incrementar como de inhibir el crecimiento (Mizejewski GJ. y cols 1997,
Hsourigui M, y cols., 1992). Variantes moleculares de AFP de mamifero han sido reportadas
en la literatura cientifica desde 1970. Inicialmente, algunas de estas variantes fueron
atribuidas a la microheterogeneidad de carbohidratos y alteraciones en el punto isoeléctrico
(Crandall BF y cols., 1981; Smith CJP. y cols., 1980). Adicional a las isoformas de AFP, estan
las variantes genéticas y glicoformas de lectinas, que fueron detectadas y aisladas por punto
isoeléctrico, electroforesis y cromografia (Beborowica J. y cols1988; Takata K. y cols., 1998).
Hasta hoy no existe un catalogo de las multiples isoformas o variantes conformacionales de
AFP en la literatura.

2.2 FAMILIA ESTRUCTURAL

La AFP es clasificada como miembro de la familia de genes albuminoideos, que consiste de
cuatro miembros hasta la fecha descritos: albumina, proteina de unién a vitamina D, AFP, y
alfa-ALB también conocida como afemina en humanos (McLeod JF. y cols., 1989; Lichenstein
HS. y cols., 1994). Esta familia es estructuralmente caracterizada por residuos de cisteina que
forman puentes disulfuro formando horquillas plegadas en capas, resultando en tres dominios
adoptando una forma molecular en U (figura 4). Los tres dominios de la familia de genes han
sido confirmados por cristalografia de rayos X (Carter DC. y cols., 1990; Luft AJ.y cols 1983).
Los miembros de esta familia muestran similitudes estructurales, en términos de secuencia de
aminoacidos y puentes disulfuro estabilizados por una bisagra. En humanos los cuatro genes
estan situados en tandem en el cromosoma 4 en la regidén 4g11-922, y estan compuestos por
15 exones y 14 intrones (Yang F. y cols 1985). Todos los miembros de esta familia son
capaces de transportar ligandos, pero muestran una gran variedad de otras funciones,
incluyendo quimiotaxis, secuestro de radicales libres, actividad esterasa, adherencia de
leucocitos, peroxidacidn, unién de actina, metales pesados y acidos grasos, entre otros
(Gutteridge JMC. 26y cols 1986; Constants J. y cols., 1992).
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Figura 4. Estructura molecular de la familia de AFP

2.3 VARIANTES GENETICAS

Las variantes genéticas de AFP en mamiferos han sido estudiadas primariamente en roedores
y han sido menos estudiadas en humanos. Sin embargo, en raton la expresion de este gen ha
sido descrita en gran detalle, incluyendo la expresion fase-especifica de RNA mensajero
(RNAm) de AFP, y su regulacion diferencial durante la vida fetal y la vida adulta, la
regeneracion de higado y la tumorigénesis (Andres OK. y cols., 1982; Tamaoki T. y cols.,
1984). Aunque todas las variantes de RNAmM de AFP han sido traducidas en proteinas in vitro,
no todas han sido detectadas in vivo. El principal RNAm de AFP derivado de tumor y fase fetal
consiste de un transcrito de 2.2 kb que traduce una forma molecular de 69 a 70 kD en humano
y roedor, dependiendo de su contenido de carbohidratos (Petropoulos C. y cols., 1983;
Petropoulos C. y cols., 1985). El higado fetal de rata expresa primariamente un transcrito de
1.7 kb que traduce una proteina de 50 a 65 kD (37Chou JY. y cols., 1986; Lemire JM. y cols
1991). Esta variante representa solo el 40% de la molécula normal de AFP humana traducida
del RNAm de 2.2 kb, faltandole el primer dominio completo y una tercera parte del segundo
dominio. Esto puede ser de gran interés ya que receptores huérfanos, que dimerizan con otros
receptores nucleares, tienen una estructura similar truncada, sin embargo no se ha
demostrado que AFP pudiera unirse algun receptor esteroideo (Sarcione EJ. y cols., 1985;
Resnick EM, y cols., 2000; Mizejewski GJ. y cols., 1993).

La forma adulta de AFP humana, como la forma de rata, también se puede derivar de
multiples transcritos de RNA de 2.2, 1.7 y 1.6 kb. Se demostrd previamente en las revisiones
filogenéticas de AFP (Mizejewski GJ. y cols., 1995) que una porcion del amino terminal
(dominio 1) distingue AFP de rata de otras moléculas de mamiferos (AFP humana). Se ha
mostrado que el dominio Il muestra una gran identidad en secuencia de amino acidos entre
diferentes especies de mamiferos, a diferencia de los dominios | y Il. El dominio Ill también
contiene un principal sitio de union hidrofobico en humanos y se ha propuesto presenta un

dominio de dimerizacion (Mizejewski GJ. y cols., 1997; Mizejewski GJ. y cols., 1993). Los
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dominios | y Il contienen sitios de unidn a acidos grasos y bilirrubina; sin embargo el dominio Il
también muestra secuencias de aminoacidos relacionados a regiones de adherencia a la
matriz extracelular y celular por anclaje a carbohidratos via asparagina (Seal W. 1998;
Resnick EM. y cols 2000).

2.4 FORMAS INTERMEDIAS DESNATURALIZADAS MGF (FORMA GLOBULAR
RELAJADA)

Las proteinas que residen dentro de las células se creen asumen un estado conformacional
diferente al de moléculas secretadas encontradas en circulacion y/o almacenados en fluidos
biolégicos (Bychkova VE. y cols., 1993). El medio ambiente altamente variable de diferentes
compartimientos intracelulares, dicta que una proteina exista en una configuracion compacta o
en un estado desnaturalizado medio (sin plegarse), que ha sido determinado como la forma
MGF (forma globular relajada, de sus siglas en ingles: Molten Globular Form). Se sabe
actualmente que la MGF ha sido implicada en una variedad de actividades biolégicas
incluyendo: translocacion de proteinas, insercién dentro de membranas, proteinas de choque
térmico, union, reconocimiento y degradacion de proteinas por lisosomas o sistemas de
ubiquinonas. La MGF representa un estado de plegamiento de una proteina inducida por
condiciones desnaturalizantes. En contraste, la exposicion a fuertes soluciones ionicas,
detergentes y valores extremos de pH, pueden causar su degradacion. Este estado relajado
ha sido demostrado en muchas proteinas diferentes ocurriendo de manera natural, incluyendo
a la AFP (Uversky VN. y cols., 1995; Pattus F. y cols., 1990).

Protein Protein
core core

DOMAIN-1 DOMAIN-111 DOMAIN-1 By DOMAIN-111
DOMAIN-11 DOMAIN-11

Figura 5. Forma desnaturalizada de AFP

El citoplasma en la célula viva contiene altas concentraciones de proteinas, acidos nucléicos y
organelos a bajo pH (4.5-5.0), que comunmente se encuentran sometidos a choque osmotico
y térmico, a campos eléctricos variables y a una variedad de interfases membranales
(Bychkova VE. y cols., 1995). En esta forma mas flexible, una proteina puede adaptar su
propia configuracion rapidamente cambiando ante las condiciones que la célula brinda,
interaccionando con proteinas chaperonas de membrana. Se ha sugerido que AFP (como
ejemplo de proteina) en su forma intacta o nativa es una molécula compacta y rigida con un
centro inaccesible (figura 5), pero cuando es expuesta a microambientes de choque térmico,
la molécula de AFP fetal puede progresar a través de una o mas formas intermediarias hasta
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llegar a la forma transitoria de MGF donde se libera levemente de su empacamiento y se
abren las cadenas que la pliegan (Fig. 5). La forma MGF representa una molécula totalmente
flexible, accesible a solventes, que ademas presenta residuos no polares y una completa
movilidad tanto de la cadena lateral aromatica asi como de su cadena lateral alifatica. Esta
forma flexible de AFP muestra afinidad por la membrana celular (Bychkova VE. y cols., 1993;
Van der Groot FG y cols., 1991; Bychkova VE. y cols., 1988; Lorimer GH. y cols., 1996).
Estudios de laboratorio han mostrado que la conformacion de AFP se modifica seguida de
cambios en el microambiente, por ejemplo, un incremento de concentraciones de ligandos
hidrofobicos en suero tales como esteroides y acidos grasos son capaces de modificar la
estructura de AFP (Uversky VN y cols., 1997; Hsourigui M y cols., 1992). Se ha demostrado
que en este estado relajado, la AFP humana no se une a E2 en concentraciones bajas
(Uversky VN y cols., 1995; Uversky VN.y cols., 1997). Sin embargo, se ha observado que la
AFP expuesta a altas concentraciones de E2 puede cambiar su estado conformacional
exponiendo epitopos que pudieran favorecer interacciones de AFP con su posible receptor
membranal (Mizejewski GJ, cols., 1985; Mizejewski GJ, y cols., 1997; Mizejewski GJ. y cols.,
1996; Mizejewski GJ. y cols., 1983).

2.5 AFP COMO ANTICANCERIGENO

Desde hace muchos afios, se han medido niveles de AFP en suero para determinar la
existencia de problemas hepaticos. Adicionalmente, existen varios estudios que han apuntado
hacia un papel de la AFP en el cancer de mama. Inicialmente, se estudio el papel de la AFP in
vivo en mujeres relacionada a factores asociados con el embarazo, como son el estrégeno
elevado (Allard D. y cols. 1995) y la AFP circulante. Se han correlacionado los niveles
elevados de AFP en suero materno durante el embarazo con un menor riesgo de cancer de
mama (Constants J. y cols. 1992). En este aspecto, dos estudios recientes compararon los
niveles de AFP materna durante el embarazo con la incidencia de cancer de mama,
comprobado histologicamente. El primer estudio, en 42,057 mujeres Danesas (Campbell ID. y
cols. 1993), mostré que los niveles elevados de AFP durante el embarazo se asocian con un
menor riesgo de cancer (41%) comparado con mujeres que tuvieron niveles mas bajos de
AFP durante el embarazo. Esta asociacion fue aun mayor en mujeres menores de 30 afos
(Wan YJV. y cols. 1989). Adicionalmente, este estudio indicd que, de las 117 mujeres que
desarrollaron cancer de mama, aquellas con AFP elevada tuvieron mejor pronostico y una
asociacion significativa con menor incidencia de tumores grandes (> 2cm).

Adicionalmente, Bennett JA, y cols., 2002, determinaron que la alfa-fetoproteina (AFP) es un
potente factor antiestrotrofico, mostrando un alto potencial para su uso como una nueva clase
de agentes terapéuticos contra cancer de mama. Reportes recientes indican que esta
actividad en la proteina completa esta localizada dentro de un péptido de 8 aminoacidos
derivado de la AFP humana nativa, considerando a este péptido sintético, como posible
blanco terapéutico. La actividad antiestrotrofica de la AFP y sus péptidos derivados, se sabe
esta restringida a células que contienen receptores de estrégenos in vivo e in vitro. Usando
AFP marcada, Villacampa MJ. 1984 y cols., identificaron un posible receptor para AFP en la
linea celular MCF-7 de cancer de mama. Este trabajo claramente indica que AFP es
internalizada a través de un receptor, que dicha internalizacidén se incrementa a 37°C, y que
no es afectada por transferrina, pero es dependiente de una proteina celular sensible a
tripsina (Villacampa MJ. y cols., 1984).

De igual forma, AFP vy péptidos derivados de su sitio activo han mostrado ser
oncorregulatorios, capaces de bloquear el crecimiento estimulado por estrogenos en27



tejidos normales y lineas celulares derivadas de tumores, asi como en injertos tumorales.
Adicionalmente, Bennet y cols., 2002 demostraron que AFP es capaz de inhibir el crecimiento
de lineas celulares cancerosas que son resistentes a tamoxifén mediante un mecanismo que
no involucra directamente una competencia por el receptor de estrégenos. Adicionalmente,
existen evidencias preliminares que apuntan a que AFP requiere de MAP cinasas y PI3R para
llevar a cabo su efecto antiproliferativo (S. Festin, comunicacién personal), suponiendo asi que
AFP es capaz de regular una cascada de transduccién de sefales que modulan al receptor de
estrogenos, mediada por MAP cinasas y PI3R (Lee H. y cols., 2000; Campbell y cols., 2001).
En la dltima década, varios reportes han confirmado que AFP sirve como un regulador dual de
crecimiento capaz tanto de incrementar o como de inhibir la proliferacion celular (Mizejewski
GJ. y cols., 1983; Greenberg F. y cols., 1992; Leffert HI. y cols., 1974). La capacidad de
modular tanto a la alta como a la baja el crecimiento y la diferenciacion como una funcion
dependiente de la dosis de AFP ha sido demostrada ahora en una multitud de tipos celulares
incluyendo: placenta, ovario utero, epidermis linfoide, endotelio testicular, mama e higado
(Toder V y cols., 1983; Jacobson HI y cols., 1990), y ciertos tipos de canceres (Semenkova
LN. y cols., 1997; Bennett JA. y cols., 1998). Sin embargo, la regulacion de estos mecanismos
no ha sido claramente elucidada.

Se ha reportado que algunos ligandos hidrofébicos (como acidos grasos) inducen un cambio
conformacional en la estructura terciaria de la AFP. Adicionalmente, aun cuando se ha
demostrado que el estradiol no se une a la AFP humana bajo condiciones normales, se ha
observado que el estradiol en concentraciones elevadas es capaz de inducir un cambio
conformacional de AFP (Mizejewski GJ. Y cols 1995).

El cambio conformacional de AFP humana por ligandos tales como E2 (Goncharova O. y
cols., 1999; Mizejewski GJ. y cols., 1986) se ha confirmado con cambios similares inducidos
por acidos grasos (c18 a c22) (Hsourigui M. y cols., 1992). Se ha detectado que el sitio activo
expuesto seguido del cambio conformacional de AFP necesario para llevar a cabo el efecto
antiproliferativo en diferentes lineas celulares se encuentra en el dominio carboxilo-terminal y
se reduce a un péptido de 9 aminoacidos que ha sido sintetizado y purificado para utilizarlo
para el desarrollo de posibles agentes terapéuticos (Mizejewski GJ. y cols., 1996).

Diversos estudios apuntan que existen tres posibles mecanismos por los que AFP realiza su
funcién antiproliferativa, dichos estudios y métodos se enumeran a continiacion:

1.- Hay reportes que han indicado que la AFP regula el crecimiento por induccién de la
apoptosis en ensayos de cultivo celular, asi la inhibicion del crecimiento inducido por AFP
involucra la transduccion de sefales, resultando en un efecto citotoxico. AFP aparentemente
puede regular el crecimiento a través de la regulacion de la apoptosis en células de hepatoma
humano (Semenkova LN y cols., 1997). La apoptosis mediada por AFP es controlada via Ca™
y es independiente de la via de tirosin cinasas y no requiere sintesis de proteinas o RNA
(Dudich |, y cols., 1998). Sin embargo, la apoptosis inducida por AFP en células tumorales
como células Jurkat de linfoblastoma humano fue abrogada por interleucinas IL-2 endégena y
exégena (IL-2) y por otros agentes inmunoreguladores (Semenkova LN. y cols., 1998).
Estudios subsecuentes revelaron que la apoptosis mediada por AFP ocurre de manera
independiente del receptor de TNF y Fas, y que AFP podria mediar sefales regulatorias de
crecimiento en células que presentan receptores para TNF (Dudich I. y cols., 1998). Fue
determinado que AFP induce apoptosis en células Raji por activacion de la caspasa 3 y, en
cambio desvia la via de sefnalizacion dependiente del receptor de TNF (Dudich E. y cols.,
1988; Dudich E. y cols., 1999). La activacidon de la caspasa 3 por AFP fue independiente de la
activacion upstream (rio arriba) de caspasas iniciadoras 1,8 y 9 con actividad de proteasa

(Dudich E. y cols., 1998; Dudich I. y cols., 1999). En resumen, la AFP puede promover Ia28



apoptosis de manera dependiente de la regulacion negativa de las proteinas Bcl, Bclx-L y la
cascada de sefializacién dependiente del receptor para TNF. Por otra parte, el grupo de Liy
cols., (2004) observan una inhibicion de FasL y TRAIL y un incremento en Fas y TRAILR en
células de hepatoma humano, mientras que observan el efecto contrario en linfocitos y
sugieren que la AFP puede jugar un papel en células de hepatocarcinoma promoviendo el
escape de la vigilancia inmune. La presencia del posible receptor para AFP en células
tumorales vy linfocitos permite a AFP ser endocitada. La regulacién de apoptosis por AFP en
altas dosis (>100 ug/ml) inhibe el crecimiento de una variedad de células tumorales
incluyendo hepatoma HepG2, linfoblastoma, MT4, linfoma Jurkat, fiboroma murino, L-929 y
MCF-7 derivada de cancer de mama (Goncharova O. y cols., 1999). Bajas dosis de AFP (<100
ug/ml) no inhiben el crecimiento en algunas células probadas. Estos datos in vitro demostraron
que AFP podria inducir y estimular la actividad inhibitoria del crecimiento, dependiendo de la
relacion entre concentracion de AFP, citocinas exogenas-endogenas y factores de crecimiento
en el medio de cultivo. Un estudio, empleando estradiol (E2) en altas concentraciones, induce
un cambio conformacional en la molécula de AFP resultando en una significante supresion del
crecimiento de células MCF-7 (Goncharova O. y cols., 1999). AFP a dosis bajas (0.01 uM) pre
incubadas en un exceso molar de E2, produce la supresion de estas lineas celulares
derivadas de tumores, pero si AFP no es pre incubada con E2, no induce la apoptosis
llevando a la citotoxicidad en esas células (Goncharova O. y cols., 1999; Bennett JA, y cols
1993; Festin, SM, y cols., 1999; Mizejewski GJ, y cols., 1983). Esto sugiere que el cambio
conformacional en AFP es necesario para su union al receptor.

2.- Un segundo estudio demostré que AFP es capaz de regular interacciones proteina-
proteina, durante la cascada de senalizacion de MAP cinasa en células derivadas de cancer
de mama (Lobenhofer EK. y cols., 2000). AFP fue detectada en el compartimiento intracelular
de células MCF-7 (Hajeri-Germond M. y cols., 1985), esto podria directamente afectar el
proceso de transcripcion. En contraste AFP ha sido localizado en la superficie celular: en
receptosomas, endosomas, el reticulo endoplasmico y espacios perinucleares dentro del
citoplasma (Mizejewski GJ. Y cols., 1995; Torres JM. y cols., 1992; Naval J. y cols., 1985). Por
lo tanto es concebible que AFP pueda interaccionar con un receptor especifico llevando a la
célula a la union a proteinas, activacion de factores transcripcionales, cinasas, coactivadores y
reguladores del ciclo celular en el citoplasma anterior a su translocacion nuclear.

3.- El tercer método por el cual AFP o sus derivados peptidicos podrian modular el crecimiento
celular puede involucrar la interrupcion de traduccidn de sehales de receptores acoplados a
proteina G (EGFR) (Krupnick JG. y cols., 1997). AFP y sus péptidos podrian desensibilizar las
sefales de traduccion mediadas por un receptor acoplado a proteina G y funcionalmente
impedir la respuesta de crecimiento celular de multiples tipos celulares incluyendo tumores.
Asi AFP y sus derivados peptidicos pueden servir como un segundo ligando a receptores
acoplados a proteinas G y afectar la respuesta a la interaccion mitogénica de MAPK MAP
cinasa), que esta involucrada en la proliferacion celular. Tal via podria representar un bloqueo
de factores de crecimiento privando a la célula de su proliferacion.

Como se ha comentado, existen péptidos de la region carboxilo-terminal de AFP que inhiben
el crecimiento estimulado por estrégenos en injertos derivados de cancer de mama (Tatarinov
YS. 1965). Se ha estudiado mayormente un péptido con secuencia de EKTOVNOGN donde O
es hidroxiprolina. Sin embargo, muchos péptidos no son activos administrados oralmente por
la vulnerabilidad de las uniones peptidicas a los acidos y las proteasas en el tracto
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gastrointestinal. Por ello, este péptido fue ciclizado a través de una reaccién de calentamiento
uniendo el grupo amino terminal del grupo glutamico con el grupo a-carboxilo de la
asparagina, para darle mayor estabilidad. Se ha reportado que este péptido previene el
desarrollo del cancer de mama en ratas Sprague Dowley inducidas por metilnitrosourea, esta
proteccion fue dependiente de la dosis y requiere un minimo de 10 dias consecutivos de
tratamiento del péptido de AFP (Brock DJH. y cols., 1972). Asi estos estudios han mostrado
que la ciclizacién de péptidos mostré ser una estrategia poderosa tanto para estabilizar las
regiones farmacoldgicamente activas de los péptidos disminuyendo la susceptibilidad del
rompimiento por metabolitos (Mizejewski GJ. y cols., 1985). James A. y cols., 2006
compararon la funcién bioldgica de péptidos ciclizados de AFP administrados por via oral en
tres sistemas de roedores comparados con los administrados por via parenteral. Los
resultados indicaron que la administraciéon oral del péptido ciclizado de AFP retiene su
actividad antiestrotrofica y es bien tolerado por las ratas o ratones que recibieron el
tratamiento. Adicionalmente, estimula el estado de fosforilacion del receptor de estrogenos.

2.6 EVIDENCIAS QUE APUNTAN LA EXISTENCIA DE UN RECEPTOR PARA ALFA
FETOPROTEINA

La posible existencia de un receptor para AFP ha sido discutida durante varios afos. Aun
cuando el receptor no ha sido aislado ni identificado molecularmente, algunas evidencias
apoyan la existencia de receptores para AFP en células MCF-7, HepG2, NIH 3T3, linfocitos-T
y mioblastos, entre otras (Li MS. y cols 2002; Lorenzo HC. y cols., 1996; Torres JM. y cols.,
1992; Villacampa MJ. y cols., 1984). La actividad bioquimica de la AFP esta regulada por la
unidn preferencial de acidos grasos insaturados sobre los saturados, activando una cascada
endocitica, saturable y proteina dependiente. Los acidos grasos poli insaturados libres
también tienen efectos biolégicos demostrables que incluyen la regulacion de la accion de los
esteroides y de enzimas de transduccion de sefales (Villacampa MJ. y cols., 1984). Sin
embargo, no es claro que esto unicamente ocurra en su estado libre. La captacion de los
acidos oleico y araquidonico por linfocitos T es mediada por el mismo mecanismo AFP
especifico (Torres JM, y cols.,1992). El proceso de internalizacion implica endocitosis
dependiente de clatrina hacia endosomas y red de trans Golgi (Torres JM. y cols., 1991) 6 por
cuerpos endociticos multivesiculares. Este patron de localizacién subcelular de la AFP es
similar al de la transferrina, sin embargo, el receptor de transferrina no es el responsable de la
internalizaciéon de AFP (Geuskens M, y cols., 1989). La AFP es un mediador esencial de
internalizacidon celular de acidos grasos insaturados por medio de un receptor putativo no
identificado que es especifico para AFP y que dirige la localizacion de AFP dentro de la célula.
El octapeptido de AFP (EMTPVNPG) representa la secuencia minima de union al receptor. La
funcién bioldgica del octapeptido de AFP no es compartida por su secuencia homodloga en
albumina humana (EKTPVSDR). Previamente se demostré que un esteroide (compuesto
“lipid-like”) es capaz de inducir un cambio conformacional en la proteina que incrementa su
efecto biolégico (Festin SM, y cols., 1999). Una posible explicacion de esto seria que este
cambio conformacional expone una parte oculta de AFP, aumentando su afinidad por el
receptor. Experimentos de modelaje molecular, basados en la estructura tridimensional
conocida de la albumina, que comparte un 37% de identidad con la secuencia de AFP (Swiss-
Prot AC Q28789), indican que el octapéptido se encuentra en la superficie del tercer dominio
de la AFP, en cercania relativa al dominio I. La unioén con lipidos puede inducir un cambio
conformacional que expone esta secuencia, incrementando su actividad bioldgica entre 10 y
100 veces (Mesfin FB, y cols., 2000; Mesfin FB. y cols., 2001). Comparando con la albumina,
el modelo de AFP tiene un enlace idnico menos (Asp-Lys) entre los dominios | y Il y30



carece de un enlace disulfuro en el dominio Il. Esto hace que la AFP sea mucho mas flexible y
mas susceptible de sufrir cambios conformacionales. Es interesante que, aun cuando se ha
reportado que la AFP humana no es capaz de unir estradiol, las concentraciones altas de
estradiol parecen ser capaces de incrementar la afinidad de la AFP por su receptor.

Tres grupos han reportado la evidencia directa de la existencia de un receptor especifico para
AFP. Como se menciono anteriormente, Villacampa MJ. y cols., utilizaron AFP marcada con
1'% para identificar el receptor putativo en células MCF-7. La internalizacién de AFP en estas
células es mediada por un receptor y es mayor a 37 °C, ademas de ser saturable y reversible,
con constante de afinidad de 4.5 x 10° y 1.3 x 10® M, no es mediada por transferrina y es
dependiente de una estructura celular sensible a tripsina (Villacampa MJ. y cols., 1984). Otro
grupo ha desarrollado anticuerpos monoclonales contra el receptor, MABS 167H.1 y 167H.4
(Moro R. y cols., 1993). Estos anticuerpos antagonizan el receptor de AFP llevando a la
internalizacién del anticuerpo. Estos anticuerpos claramente representan una herramienta
poderosa para la identificacion del receptor de AFP, sin embargo no existen evidencias que
indiquen que se hayan utilizado exitosamente estos anticuerpos para la purificacion del
receptor de AFP. Este ultimo grupo sugiere que existen dos subtipos de receptores con kp
diferentes que parecen activar las cascadas de AMP ciclico y PKC y calcio intracelular para
regular la expresidn de oncogenes como p53, k-ras y p21.

Por lo tanto, es esencial identificar los componentes de la maquinaria celular participan en la
accion de la AFP asi como el proponer una alternativa tecnolégica para la busqueda del
receptor de AFP.

Por lo antes mencionado se tiene la necesidad de conocer qué tipo de receptor interacciona
con AFP. Hemos propuesto una alternativa para detectar el receptor de AFP donde se utilizara
AFP marcada con proteina verde fluorescente para tamizar una genoteca expresada en una
linea celular que no exprese este receptor. La AFP asi marcada se podra detectar en el
interior de la célula que exprese este receptor. Como primera etapa de investigacion
proponemos clonar AFP unida a la proteina verde fluorescente (GFP), tanto por su extremo
amino como por el carboxilo, y comprobar que las proteinas de fusion mantengan los mismos
efectos bioldgicos. Esto incluye los efectos antiestrotroficos descritos y la internalizacién de
AFP a células que expresen el receptor. Estos datos nos daran las herramientas para
proponer una nueva estrategia molecular para la clonacion de su receptor como segunda
etapa de este trabajo de investigacion. Los resultados de este trabajo contribuiran al desarrollo
de nuevos blancos terapéuticos y proveeran informacion valiosa concerniente al mecanismo
de accién de la AFP como agente en la lucha contra cancer de mama.

31



OBJETIVO

Comprobar la actividad biolégica de AFP unida a una proteina verde fluorescente en células
derivadas de cancer de mama MCF-7 estimuladas con estradiol, comparando su efecto
bioldgico contra el efecto ya demostrado para tamoxifén.

1. OBJETIVOS PARTICULARES

| Desarrollar un enfoque experimental para determinar la actividad anticancerigena in vitro
de AFP unida a una proteina verde Fluorescente.

a. Clonar AFP fusionada a una proteina verde fluorescente (GFP)
b. Montar ensayos moleculares para determinar la expresion de la proteina de fusion y
purificarla parcialmente.

Il Estudiar la actividad bioldgica de la proteina hibrida sobre la proliferacion de células
derivadas de cancer de mama, MCF7.

1] Determinar el efecto de GFP-AFP sobre la actividad transcripcional de ER mediante
ensayos de luciferasa.

v Determinar la presencia o ausencia de un receptor para AFP en diferentes lineas
celulares utilizando citometria de flujo para visualizar la internalizacién de la proteina
fluorescente. Nos interesa encontrar una linea celular que no exprese este receptor y que
pueda ser utilizada para posteriormente llevar a cabo la clonacion del receptor de AFP.
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MATERIALES Y METODOS

1. CLONACION DE AFP UNIDA A PROTEINA VERDE FLUORESCENTE.

Para clonar el gen de AFP con proteina verde fluorescente, se utilizo la metodologia Gateway
de Invitrogen. Este sistema emplea oligonucledtidos que presentan la secuencia CACC en
extremo 5°. Los productos de PCR con los cuatro nucleotidos se acoplan con la secuencia
GTGG en el vector de entrada pENTR TOPO. El gen de interés clonado en el vector de
entrada es transferido a un vector de destino mediante recombinacion homologa a través de la
enzima clonasa. Los vectores destino contienen la proteina verde fluorescente (GFP) ya sea
para clonarse en el extremo amino o carboxilo de la proteina de interés.

Se utilizaron los plasmidos pBlue-AFP y pRSET-AFP donados por el Dr. Stephen Festin
(Hamilton College, NY) como templado. EIl plasmido pBlue-AFP contiene el péptido sefial de
AFP para la excrecion de la proteina. Se disefiaron oligonucleotidos con la secuencia CACC
inmediatamente antes del coddn de inicio para amplificar la secuencia de AFP con y sin su
péptido sefal.

Se realiz6 la reaccion de polimerasa en cadena (PCR) utilizando siguiente mezcla:
Concentracion final en 50 pl: 1X buffer de reaccion; 100 ng DNA, 0.2 mM dNTP’s, 0.4 pM
Oligo 57; 0.4 mM Oligo 3°; 1.5 mM MgCI; 3-5% DMSO; 0.1 ul pfu polimerasa y 0.3 pl Taq
polimerasa.

Los oligos se disefiaron con los sitios de restriccion Xho1 en el oligo N-terminal y EcoR1 en el
oligo C-terminal (sitios sombreados y subrayados)
Secuencia de oligos:

AFP-N 5 caccATAACT CGA GCCATGAAGTGGGTGGAATC 3 (PEPTIDO SENAL)

AFP-N 5 caccACTCGAGCCATGACACTGCATAGAAATG ‘3 (SIN PEPTIDO SENAL)
AFP-C 5 GAAGAATTCACTCCCAAAGCAGCAG'3

Las condiciones de PCR fueron:

1 ciclo de 5 minutos a 94 °C

15 ciclos de 1 minuto 94 °C, 1 minuto 55 °C y 2 minutos 42 °C
1 ciclo de 10 minutos a 72 °C

Se corrié gel de agarosa al 1%, el fragmento de PCR esperando un fragmento de 1.8 kb.

Los productos de PCR fueron purificados a partir del gel utilizando el kit de purificacién de
Qiagen y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determind la concentracion del
producto de PCR utilizando un espectrofotdmetro.

El DNA amplificado se insertd en el vector de entrada pENTR siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen) (Fig. 6), utilizando 10 ng del producto de PCR con 1 ul del plasmido de
entrada. Se incubod la reaccién durante 10 minutos en hielo y se transformaron células
competentes One Shot Top10 (Invitrogen) creciendo en presencia de kanamicina 50 ug/ml
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Se realizaron extracciones de DNA plasmidico mediante lisis alcalina usando protocolos
estandar. Los plasmidos purificados de pENTR-psAFP (con péptido sefial) y pENTR-AFP (sin
péptido sefal) se cortaron con las enzimas de restriccion Xho1 (amino) y EcoR1 (carboxilo)
para determinar que el tamafio del inserto fuera el esperado (1.8 kb) y con Not1 (sitio dentro
del vector) y EcoR1 para determinar que la orientacion fuera correcta dentro del plasmido.

Digestion:

5ul de Buffer Il (Invitrogen)
2ul de DNA

1.5ul de cada enzima
39.8ul de H,0O

Posteriormente, los plasmidos se secuenciaron para comprobar la ausencia de mutaciones
en el gen de AFP.

2. CLONACION EN EL VECTOR DE DESTINO.

Se utilizé el plasmido pDEST 47 para generar una construccion que fusiona a GFP en el
extremo carboxilo de AFP con péptido sefal y el vector de destino pDEST 53 para generar
una construccion con la GFP en el extremo amino de la secuencia AFP quitando el péptido
sefal.

Se mezclaron los siguientes compuestos: 2 pl de vector de entrada (100 ng/ pl), 4l de Buffer
de Reaccion de LR clonasa (5x), 1 pl de vector pDEST 47 o 53 (vector de destino) y 9 ul de
TE. Se adicionaron 4 pl de LR clonasa a la reaccion, se mezclé por medio de vortex y se
incubo toda la noche. Posteriormente, se adicion6 proteinasa K y se incub6é 10 minutos a 37
°C y se realiz6 una transformacion utilizando 1 pl de la reaccién en 50 pl de células ultra
competentes DH5a. Se incubaron la células en hielo por 30 minutos, posteriormente se les dio
un choque térmico a 42 °C por 30 segundos se adicionaron 450 ul de medio SOC y se incubo
la reaccion a 37 °C por una hora. Se plateo la mezcla en placas LB con 100 yg/ml de
ampicilina. Los plasmidos se purificaron y se secuenciaron para comprobar que las
secuencias estuvieran en el mismo marco de lectura.
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Figura 6. Sistema GATEWAY (Invitrogen). psAFP-GFP

3. TRANSFECCION EN CELULAS COS-7.

Se utilizaron células COS-7 de riidn de mono para sobreexpresar las proteinas de fusion
psAFP-GFP y GFP-AFP. Las células COS-7 se mantienen en medio DMEM con alta glucosa
adicionado con 20 mM HEPES, 2 mM glutamina, penicilina, streptomicina y 5% de suero fetal
bovino (SFB).

Para establecer si se expresan adecuadamente las dos proteinas de fusion se realizdé western
blot de las proteinas expresadas. Para ello, 5 x 10° células se crecen en cajas de 6 pozos
hasta una confluencia de 70-80 % y se realiz6 el ensayo de transfeccion con 1 mg de
plasmido utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del
fabricante, de la siguiente manera:

-Se diluyd 1 pg de DNA en 125 pyl de DMEM blanco sin SFB ni antibiotico por cada pozo.

-Se diluyeron 2 pl de lipofectamina 2000 en 125 yl de medio blanco sin SFB ni antibiético por
cada pozo incubando 5 minutos.

-Se incubd la mezcla de lipofectamina + DNA por 30 minutos en un volumen total de 250 ul.
-Se lavaron las cajas con PBS 1X dos veces y se agrego 1 ml de medio DMEM sin SFB ni
antibidtico.

-Se agregaron los 250 yl de la mezcla lipofectamina + DNA en cada pozo.

-Se incubo toda la noche y se cambio el medio de cultivo por medio con 5% suero fetal bovino
-La proteina AFP-GFP fue purificada a las 48 hrs a partir del sobrenadante, mientras que la
GFP-AFP fue purificada a partir de lisados celulares.

35



4. LISIS CELULAR.

Se tomd una caja de cultivo de 6 pozos con células COS-7 ya transfectadas con 1 pug de
plasmido y se visualizd previamente por microscopia de fluorescencia la transfeccion de la
construccion GFP-AFP. Las células se lavaron con PBS 1X, y se anadio 1 ml Buffer de lisis
con amortiguador de fosfatos pH 7.8 (9.15 ml de K;HPO,4 100 mM, 0.85 ml de KH,PO4 100
mM) adicionado con 1 mM DTT en cada pozo, agregado al momento de usar y se mantuvo en
hielo. Se desprendieron las células se transfirié el disgregado celular a tubos eppendorf de 1.5
mly se guardd a -70 °C.

De las cajas transfectadas con la construccion psAFP-GFP que presenta un péptido senal se
recuperd el sobrenadante celular. Se concentré el sobrenadante por dialisis sobre una cama
de sacarosa a 4 °C durante 3 horas, posteriormente se transfirié a tubos eppendorf y se
guardo a -70 °C.

5. PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO A 4 °C.
Se precipitdé tanto el extracto celular de la construccion GFP-AFP como el sobrenadante

concentrado de AFP-GFP con diferentes porcentajes de sulfato de amonio. Para esto se
pesaron las siguientes cantidades de sulfato de amonio disueltas en 50 ml de agua destilada:

Porcentaje Sulfato de Cantidad Disuelta en 50
Amonio ml
20% 0.675¢g
40% 5.659
60% 12.05¢g
80% 19.35¢g
100% 27.85¢

Tabla1. Preparacién de porcentajes de Sulfato de Amonio.

Se mezclaron 10 ml de cada concentracion, por separado, de sulfato de amonio con 35 ug de
cada construccion y se incubaron en agitacion durante 15 minutos a 4°C.

Cada muestra se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos a 4 °C, se retird el sobrenadante y el
boton se resuspendié en 10 ml de agua destilada y se guardaron las muestras en alicuotas de
1ml a-70 °C.

Se determiné en que concentracion se precipitaban las proteinas de fusion a través del
meétodo de Western Blot.

6. WESTERN BLOT.

Se corrieron las muestras en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% para la
electroforesis. Se tomd una alicuota de 10 ul de la muestra, se diluyeron en buffer de carga y
se colocaron las muestras en cada pozo y se corridé a 80 volts por 45 minutos. Una vez
terminada la electroforesis, se transfirid a una membrana de PVDF (Hybond P, GE
Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante. La transferencia se realizé a 20 volts,
toda la noche, a 4 °C
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Una vez realizada la transferencia, se llevo a cabo la deteccion de la proteina utilizando una
dilucion de 1:5000 del anticuerpo contra AFP (Santa Cruz Biotechnology) o del anticuerpo
contra GFP (Invitrogen). El anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de raiz fuerte se
utilizé a una dilucién de 1:10,000 en TBST (1.21 g/L Tris, 8.76 g/L NaCl, 0.5 ml Tween 20).
Las membranas se revelaron por quimioluminiscencia sobre placas de rayos X (Kodak X-
OMAT). Se corrieron geles para ser tefiidos con azul de coomasie (Bio-Rad) para determinar
el nivel de pureza de las proteinas.

Una vez encontrada la concentracién de sulfato de amonio en la cual se precipita nuestra
proteina de interés, se realizo la determinacion de la concentracion proteica utilizando el kit de
acido bicinconinico (BCA) de Bio-Rad.

7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS CLONAS.
7.1. ENSAYO DE PROLIFERACION.

Para determinar si las proteinas hibridas mostraban la misma actividad biolégica que ha sido
demostrada para la AFP nativa, nos propusimos medir el efecto que tiene la AFP-GFP sobre
la proliferacion mediada por estrogenos en células MCF-7 de cancer de mama. Se sabe que
en esta linea celular, la proliferacidon se incrementa en presencia de estrégenos y que el
tamoxifén inhibe el crecimiento al competir por el sitio de unidn del estradiol. Adicionalmente,
se ha demostrado que la AFP o sus péptidos, inhiben el crecimiento dependiente de estradiol.
Para ello se utilizé6 el método de MTT. Este es un ensayo colorimétrico basado en la
capacidad selectiva de de las células vivas para reducir, por respiracion mitocondrial, las sales
amarillas de MTT (3-4,5 dimethylthiazol-2-yl-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) a azul de
formazan. Los valores determinados en el espectrofotometro a 570 nm, nos dan una medida
relativa del numero de células vivas presentes en el pozo.

Las células MCF7 se mantienen en medio DMEM/F12 adicionado con antibioticos y 5% de
SFB y se crecen a 37 °C en 5% CO,.Sin embargo después de tripsinizar las células, todos
los ensayos se realizaron en medio DMEM/F12 sin rojo fenol con 0.2% SFB tratado con
carbon dextran (SFB-CS). El tratamiento con carbon dextran se utiliza para eliminar las
hormonas que se encuentran en el suero.

Inicialmente, se estandarizé el ensayo para ver que concentraciones de células se iban a
utilizar. Se hicieron diluciones seriadas de las células para utilizar 6 concentraciones
diferentes de células (ver protocolo). Se utilizaron los siguientes tratamientos durante el
experimento de estandarizacion de la grafica 15.

1) Vehiculo (Etanol)

2) E210nM

3) E2100 nM

4) Tamoxifén100 nM

5) E2 10nM + tamoxifén 100 nM

Una vez estandarizado el método de MTT, se repitié el experimento en presencia y ausencia
de extractos totales o parcialmente purificados de AFP-GFP o GFP-AFP preincubados o no

durante 2 h a 4 °C con E2 100 nM para crear un cambio conformacional que active a Ia3
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molécula (Grafica 16). Las células se incubaron con 10 nM de E2 para promover proliferacion.
En base a los resultados anteriores, se utilizo la fraccion precipitada con sulfato de amonio al
80%. El experimento se realizé de la misma manera bajo las siguientes condiciones:

M Medio

B E210nM.

E2 10 nM + 15 pg Extracto total GFP-AFP.

E2 10 nM + 15 pg Extracto total GFP-AFP, preincubado 2h con E2 100nM.

E2 10 nM +1.5 pg fraccidon de 80% GFP-AFP.
E2 10 nM +1.5 pg fraccion de 80% GFP-AFP, preincubado 2h con E2 100nM.

Los extractos que contienen AFP se adicionaron intactos después de una preincubacion de 2h
con 100 nM E2.

Todos los experimentos fueron realizados al menos 5 veces por triplicado. Se calculo el error
estandar

Adicionalmente, se estudiaron los efectos de la proteina hibrida invertida, psAFP-GFP que se
purificd a partir del sobrenadante de las células transfectadas. Se realiz6 el experimento de la
misma manera, bajo las siguientes condiciones:

B Medio
B E210nM.

E2 10 nM + 15 pg Extracto total GFP-AFP.

E2 10 nM + 15 pg Extracto total GFP-AFP, preincubado 2h con E2 100nM.

E2 10 nM +1.5 pg fraccidon de 80% GFP-AFP.
E2 10 nM +1.5 pg fraccion de 80% GFP-AFP, preincubado 2h con E2 100nM.
Bl E2 10 nM +15 ug extracto total sin transfectar.
E2 10 nM + 15 ug GFP COOH.
B E2 10 nM + 15 ug sobrenadante total de psAFP-GFP.

E2 10 nM + 5 pg psAFP-GFP preincubado 2h con E2 100nM
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PROTOCOLO:

1. En una caja de cultivo T75 para cultivo celular se crecio la linea celular MCF-7 (medio
DMEM/F12 y SFB al 5%).

2. Las células se crecieron hasta llegar a una confluencia entre 70-80%. Se despegaron con 1
ml de tripsina 2 minutos a 37 °C y se le adicionaron 3 ml de medio DMEM y se pasoé a un tubo
de 15 ml, posteriormente se centrifugaron las células 5 minutos a 4 °C a 2000 rpm. Se retiro
el medio y el pellet fue resuspendido en 3 ml de medio DMEM/F12. Las células se contaron en
la cdmara de Newbauer y se diluyeron hasta llegar a una dilucion de 5 x 10° células/ml en 4 ml
de medio DMEM blanco. A partir de esta concentracion se diluyeron las células
sucesivamente en medio hasta que se obtuvieron las siguientes diluciones: 1) 2.5 x 10° ¢/mi;
2) 1.25 x 10° ¢/ml; 3) 0.65 x 10° c/ml; 4) 0.312 x 10° ¢/ml; 5) 0.156 x 10° ¢/ml; 6) 0.075 x 10°
c/ml. Se tomaron 100 ul de cada diluciéon en placas de 96 pozos, se trabajaron todos los
experimentos por dilucién en triplicado. El total de células por pozo (100 ul) fueron: 1) 2500
c/pozo, 2) 1250 c/pozo, 3) 625 c/pozo, 4) 312 c/pozo, 5) 156 c/pozo, 6) 78 c/pozo. Se cultivan
durante 6 dias en presencia de cada tratamiento. Al final de este tiempo, se agregan 10 ul de
reactivo MTT a cada pozo, se incuba de 2-4 horas a 37 °C. Al finalizar el tiempo de incubacion
se midié mediante espectrofotometria a una densidad optica de 570 nm la produccién de azul
de formazan como producto final.

7.2. ENSAYOS DE LUCIFERASA.

Para determinar el efecto que tienen las proteinas recombinantes psAFP-GFP y GFP-AFP
sobre la actividad transcripcional del ERa, Se realizaron ensayos en células MCF7 de cancer
de mama (que expresan al ERa) utilizando un gen reportero de luciferasa que contiene
elementos de respuesta a estrégenos. La transfeccidn se realizé en placas de 24 pozos con
80,000 células MCF7 por pozo en medio DMEM/F12. 24 horas después de se transfectaron
200 ng del plasmido reportero 3xERE-Luc y 10 ng de un vector de expresion de f-
galactosidasa como control para normalizar la eficiencia de transcripcion. La transfeccion se
llevd a cabo utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) y siguiendo las indicaciones de
fabricante. Al dia siguiente, se lavan las células y se cambia el medio a medio DMEM/F12 sin
rojo fenol con 0.2% SFB-cs y se realizan los siguientes tratamientos:

B Sin hormona
M E210nM

10 nM E2 + 15 ug Extracto total GFP-AFP + preincubado 2h con 100 nM E2.
10 nM E2+ 1.5 ug Fraccion 80% GFP-AFP + preincubado 2h con 100 nM E2.
B 10 nM E2 + 15 ug Sobrenadante psAFP-GFP + preincubado 2h con 100 nM E2.

10 nM E2 + 1.5 ug Fraccion 80% psAFP-GFP + preincubado 2h con 100 nM E2.

39



B 10 nM E2 + 15 ug Extracto total sin transfectar + preincubado 2h con 100 nM E2.
10 nM E2 + 15 ug sobrenadante sin transfectar + preincubado 2h con 100 nM E2.
B Plasmido psAFP-GFP + preincubado 2h con 100 nM E2 (Cotransfeccién).

Después de 48 horas, se lavan los pozos dos veces con PBS y se lizan las células en 50 ul
buffer de fosfatos pH 7.8 (9.15 ml K;HPO4 100 mM y 0.85 ml K;HPO4 100 mM) adicionado
con 0.2% Triton X-100 y 10 nM DTT. Los pozos se raspan y se toman 30 ul de lisado y se
colocan en tubos para las lecturas de luciferasa. El luminédmetro inyecta 150 ul de buffer de
Reaccion de luciferasa [25 mM Gilicil-glicina- 0.5 M, pH 7.8 (frio), 15 mM MgCl,, 5 mM ATP
pH 7.8 (frio), 0.5 mg/ml BSA] y 30 ul de Luciferina 100 mM. La lectura se realiza durante 20
segundos.

7.3. CITOMETRIA DE FLUJO.

Para determinar si nuestras proteinas recombinantes eran capaces de ser endocitadas, se
midio la actividad de unién de AFP a su receptor por citometria de flujo. Se utilizaron las lineas
celulares LNCaP, COS-7, HelLa, CV-1, HepG2 y MCF-7. Las células fueron crecidas en cajas
de cultivo T75 hasta que llegaron a una confluencia de 70%. Antes de realizar la medicion, se
pre incubaron 1.5 ug/ml de la construccion GFP-AFP 80% con estradiol al 100 nM en 1 ml de
medio de cultivo DMEM s/SFB durante 2 horas. Después de este tiempo se incubd cada una
de las lineas celulares con la mezcla GFP-AFP+100 nM E2 durante 2 h. Se despegaron las
células con buffer de lisis, se lavaron dos veces con PBS 1X, se tom6 una alicuota de 100 pl
en 0.5 ml de PBS 1X y se determinaron las células que hubieran endocitado la fluorescencia
de acuerdo al protocolo del fabricante (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany), se uso el
programa CellQuest, se midio la intensidad fluorescente verde en el canal (MFI), se usaron
células sin incubacion como blanco (control).
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RESULTADOS

1. CLONACION DE AFP UNIDA A UNA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE (GFP).

La AFP ha demostrado tener un efecto antiproliferativo en varias lineas celulares derivadas de
cancer. Sin embargo, no se conocen completamente los mecanismos mediante los cuales
realiza esta funcion bioldgica. Se piensa que la AFP actua a través de un receptor membranal
especifico que esta involucrado directamente en este efecto. Por esta razon, la meta a largo
plazo es clonar y caracterizar al receptor de AFP para estudiar el mecanismo mediante el cual
realiza su funcion biolégica. Para ello, se ha dividido este objetivo en dos etapas: la primera
involucra obtener una herramienta adecuada, en este caso a la AFP fusionada con GFP, que
nos permita visualizar la interaccion de AFP con su receptor para determinar que lineas
celulares expresan al receptor y cuales no lo expresan. La segunda etapa involucra utilizar
una linea celular que no exprese al receptor de AFP para transfectar una genoteca de
expresion de HepG2 o MCF7, que expresan el receptor de AFP, y mediante nuestras
proteinas hibridas determinar cuales células transfectadas internalizan al receptor y asi
determinar su identidad.

Asi, como primer objetivo de este proyecto, AFP fue clonada en vectores de expresion en
mamiferos con GFP fusionado al extremo amino- 6 carboxilo-terminal (en los vectores de
Clontech EGFP-N1 y EGFP-C1 y en vectores Gateway pDEST 47 y pDEST 53) para
determinar cual configuracidon permite una mejor union y se pueda identificar facilmente.
Inicialmente por microscopia de fluorescencia y después por citometria de flujo. Se penso en
dos construcciones ya que el mismo disefio podria evitar la union de AFP con su receptor,
especialmente sabiendo que el sitio de union al receptor se encuentra en la region carboxilo-
terminal. Adicionalmente, se disefio la construccion que tiene GFP unida a la regidn carboxilo-
terminal con el péptido sefal de la AFP lo cual permite que la proteina se excrete al medio de
cultivo.

Como primer paso se realiz6 un PCR utilizando como templado el plasmido pBLUE-AFP
clonado por el Dr. Stephen Festin de la Universidad de Hamilton de NY. Los oligos N-
terminales se disefiaron con una secuencia CACC en su extremo 5, la cual es necesaria para
poder ingresarla en el marco de lectura al plasmido de entrada (pENTR GATEWAY
‘Invitrogen”) que presenta la secuencia complementaria GTGG. Adicionalmente, se
incorporaron secuencias para las enzimas de restriccion Xho | (amino) y EcoRI (carboxilo). Se
amplificaron secuencias de AFP con péptido sefial y sin péptido sefal. La secuencia
amplificada de AFP mide 1800 pb.
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Con Péptido Sefial Sin Péptido Sefial

4000 pb

2000 pb _
_1800 pb de AFP

Figura 7. PCR plasmido pBlue AFP. Se corrieron productos de PCR. En los dos primeros carriles se observan
productos que corresponden al fragmento que incluye AFP completa con péptido sefal, el siguiente carril el
marcador de peso molecular y en los carriles siguientes el DNA de AFP completa sin péptido sefal.

Los productos de PCR se ingresaron al vector de entrada pENTR (GATEWAY) para obtener
PENTR-psAFP (con péptido sefial) y pENTR-AFP (sin péptido sefial). Los productos de PCR
con los cuatro nucleétidos se acoplan con la secuencia GTGG en el vector de entrada pENTR
asegurando que se mantenga el marco de lectura en los plasmidos de Gateway. La reaccion
se transformo en células competentes TOP 10 y se platearon con medio LB+ Kanamicina. De
las colonias obtenidas se realiz6 un miniprep (extraccion de DNA plasmidico) para cada
muestra y posteriormente se realiz6 una digestion con las enzimas Xhol y EcoRI para
comprobar la presencia del inserto de AFP.

Muestras 1,2,3y 4

A

M 1'2 3 4,5, 7.8 9 10 11 12 13 14 15 16,17 18 19 ,20 21 22 :23 24

4000 pb_'

2000 pb "
P_u- -
.. —r

-— -

it e

Figura 8. Minipreparaciéon de DNA plasmidico obtenido de la ligacion de AFP en pENTR (Gateway). En los
carriles nones se encuentran plasmidos digeridos con Xhol y EcoRI. Los carriles pares muestran el control sin
digerir de cada una de las preparaciones de DNA. Las muestras 1-2, 5-6, 9-10, 13-14, 17-18 y 21-22
corresponden a la muestra sin péptido sefal pENTR-AFP y las muestras 3-4, 7-8, 11-12, 15-16, 19-20 y 23-24 a
24 corresponden a pENTR-psAFP con péptido sefal.

Cada muestra digerida fue corrida incluyendo su control sin digerir, asi en el caso del carril 1
se digirio la muestra 1 y se corrid en el carril 2 su control sin digerir asi se realizé en todos los
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casos. Las primeras 4 muestras muestran el inserto esperado de 1800 pb del inserto y 2580
pb del vector.

Ademas de las secuencias para las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI insertadas en los
oligos de amplificacion, el vector de entrada presenta las secuencias de corte para las
enzimas de restriccion EcoRV (carboxilo), Notl y Xbal (amino). Con estas enzimas se
realizaron nuevamente digestiones de las muestras 1,2,3 y 4 obtenidas del experimento
anterior para asegurar una orientacion correcta de las secuencias de interés (figura 9). Se
obtuvieron los fragmentos esperados (tamafo del inserto 1800 y vector 2580), los cuales son
presentados en el siguiente gel.

pENTR AFP PENTR psAFP
] 2 34 5 6 7 8 9 10

' 4000 pb
e ;-.-u.zooopb

i

Figura 9. Comprobacion de la orientaciéon correcta de la secuencia para AFP en el vector. Digestiones de las
muestras pENTR-AFP (muestras de los carriles 1-5) carril 6 marcador de peso molecular y muestra pENTR-
psAFP (carriles 7-10) del experimento anterior digeridos de la siguiente manera: Carriles: 1) digestion
EcoRlI/Xhol; 2) digestion EcoRI/Notl; 3) digestién Xhol/EcoRV; 4) digestion Xbal/Xhol; 5) control sin digerir; 6)
Marcador; 7) digestion EcoRI/Notl; 8) digestion EcoRI/Notl; 9) digestién Xbal/Xhol; 10) control sin digestion.

Las dos muestras fueron sometidas a PCR, y se obtuvo que en ambos casos amplificacion de
los fragmentos tanto para AFP con péptido senal y sin péptido sefial.
123

w
1800 pb sl

Figura 10. Comprobacién de los insertos a través de PCR. La figura muestra la amplificacion de los productos de
PCR vy estos fueron corridos en un gel de agarosa 1%, de la siguiente manera: 1) pENTR AFP; 2) pENTR psAFP
con péptido sefal; 3) marcador de peso molecular.
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Las muestras se mandaron a secuenciar y se comprobd que ambas muestras corresponden a
AFP y que no presentan mutaciones. El gen de interés en el vector de entrada fue transferido
por recombinacion homologa a un vector de destino que expresa GFP (pDEST47) del lado
carboxilo del inserto de interés y otro vector de destino que expresa en el lado amino de GFP
(PDESTS53). Se pensd clonar la AFP con GFP de ambos lados para determinar si pudiera
haber interferencia de la GFP en la actividad antiestrotréfica de AFP, ya que se sabe que la
interaccidn de AFP con su receptor se realiza a través de su lado carboxilo (Seal W y cols.,
1998; Resnick EM y cols., 2000). Este procedimiento se llevd a cabo a través de
recombinacion homéloga usando la enzima clonasa (Invitrogen). De la mezcla se
transformaron células de E. coli DH5a y después de algunos intentos se obtuvieron colonias a
partir de las cuales se recobraron los plasmidos a través de miniprep y estos fueron
nuevamente digeridos. Se obtuvieron dos construcciones: psAFP-GFP se encuentra en el
plasmido pDEST47 y GFP-AFP en el plasmido pDEST53. Se realizaron digestiones utilizando
la enzima Xhol, debido que dentro de la secuencia de GFP existe una secuencia de corte. En
el caso de la construcciéon psAFP-GFP (que contiene péptido sefial), esperabamos obtener un
inserto de 2300 pb. Para la construccion GFP-AFP, con dicha enzima se espera obtener un
fragmento de 600 pb. Los resultados son mostrados en los siguientes geles:

2

1 3
- —

o
._3780
s 2300
600
5

Figura 11. Digestion de las construcciones GFP-AFP y psAFP-GFP. Se digirieron las construcciones AFP-GFP
con péptido sefial y GFP-AFP para determinar la presencia de los insertos en orientacion correcta. En la figura A)
se corrieron las muestras de psAFP-GFP de la siguiente forma: carril 1 marcador de peso molecular; carril 2
muestra sin digerir; carril 3 digestion con la enzima de restricciéon Xho I. En la figura B) Clona GFP-AFP, se
corrieron las muestras de la siguiente forma: carril 1 digestién con la enzima de restriccion Xho |I; carril 2 muestra
sin digerir; carril 3 marcador de peso molecular.

2. EXPRESION Y PURIFICACION DE AFP.

Las construcciones GFP-AFP y psAFP-GFP fueron transfectadas en células COS-7 utilizando
lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células estaban 80% confluentes durante el
procedimiento. Las células fueron visualizadas por microscopia con fluorescencia después de
24 y 48 horas para determinar los niveles de transfeccion. Los resultados se muestran a
continuacion:
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GFP-AFP psAFP-GFP

Figura 12. Transfecciones con las construcciones GFP-AFP y psAFP-GFP en células COS-7.

Como se muestra, la eficiencia de transfeccion de las células transfectadas con la
construccion GFP-AFP fue alta (x40 %). Por otra parte, es dificil determinar la eficiencia de
transfeccion en las células transfectadas con la construccidon psAFP-GFP ya que cabe
recordar que la proteina expresada es transportada hacia el sobrenadante, de donde fue
recuperada.

Las células transfectadas con GFP-AFP se mantuvieron en medio DMEM blanco sin suero a
37 °C y 5% CO, aproximadamente 12 horas (toda la noche), posteriormente se retird el medio
se lavaron con PBS 1X y se adicion6 nuevo medio DMEM blanco sin suero, a las 24 horas se
observd en el microscopio de fluorescencia. Finalmente, fueron tratadas con buffer de lisis
para la recuperacion de la proteina expresada. En el caso de las células transfectadas con
psAFP-GFP, se recupero el sobrenadante 24 horas después de la transfeccidn. La proteina se
recuperé del sobrenadante y se concentrd por dialisis depositando la bolsa de dialisis en una
cama de azucar a 4 °C toda la noche. Los extractos protéicos se fraccionaron por precipitacion
con diferentes concentraciones de sulfato de amonio a 0° (de 20-100%). Posteriormente, se
realizé un western blot para determinar en que fraccidn estaba nuestra proteina de interés. El
peso molecular calculado en base a las secuencias es de 93 kDa.

A continuacion se presenta el western blot mostrando los resultados que se obtuvieron
durante esta etapa experimental utilizando anticuerpos contra AFP. Adicionalmente, se utilizd
un anticuerpo policlonal contra GFP (dato no mostrado) para estar seguro que se tratara de
nuestra proteina de interés.
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GFP-AFP psAFP-GFP
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Figura 13. Western Blot de las proteinas GFP-AFP y AFP-GFP precipitadas con diferentes concentraciones de
sulfato de amonio, utilizando un anticuerpo contra AFP. ET=extracto total; los numeros superiores representan el
porcentaje de sulfato de amonio con que se precipitaron los extractos protéicos.

La precipitacion proteica con 80% de sulfato de amonio mostré ser la mas eficiente para
purificar tanto GFP-AFP como psAFP-GFP (figura 13).

Ademas la membrana de nitrocelulosa fue tefilda con coomassie para determinar el nivel de
purificacion de la proteina hibrida. Los resultados muestran las proteinas precipitadas por
Sulfato de amonio al 80%.

12 3 4 5 6 7 8

M SOB ET 20 40 60 80 100
202,000

133,000

91,000

71,000
41,000

30,000

Figura 14. Corrimiento de proteina tefiida con coomassie. Carriles: 1) Marcador de Peso Molecular; 2)
Sobrenadante total psAFP-GFP; 3) Extracto total GFP-AFP; 4) Fraccion 20% GFP-AFP; 5) Fraccion 40% GFP-
AFP; 6) Fraccion 60% GFP-AFP; 7) Fraccion 80% GFP-AFP; 8) Fraccién 100% GFP-AFP.
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3. PROLIFERACION CELULAR.

Como primer paso para demostrar la funcionalidad de la proteina GFP-AFP se estandarizo el
ensayo de proliferacion usando el ensayo de MTT. En este ensayo, se utiliza
espectrofotometria para detectar azul de formazan como producto final de proliferacion. Este
ensayo esta basado en la capacidad selectiva de las células vivas para reducir, por
respiracion mitocondrial, sales amarillas de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) a azul de formazan. Dicho ensayo nos permitio determinar si nuestras
proteinas recombinantes funcionan de manera similar a la proteina nativa como ya ha sido
documentado, es decir si logran inhibir la proliferaciéon inducida por estradiol de células
derivadas de cancer de mama MCF-7. Los tratamientos utilizados fueron 10 nM y 100 nM de
E2, 100 nM de Tamoxifén y un ultimo tratamiento de estradiol 10 nM mas tamoxifén 100 nM.
Utilizamos diferentes concentraciones celulares y todos los tratamientos fueron aplicados
durante 6 dias.

PROLIFERACION EN CELULAS MCF-7

A
B 0.8 -
S
MEDIO
O 0.6 - =
R @ E2 10 nM
B 04 -
A ] E2 100 nM
N 0.2 - ] TAMOXIFEN 100 nM
C
| 0 @ TAM 100 nM + E2 10 nM
A Células/ml: 2.5X 10°
1.25 x 10°
0.65 x 10°
0.312 x 10°
0.156 x 10°
0.075 x 10°

Figura 15. Estandarizacion del ensayo de proliferaciéon celular a través del método de MTT. Los tratamientos son
mostrados en la parte izquierda. Los datos son presentados por triplicado. Se muestra error estandar.

El resultado obtenido indica que, como se esperaba, los tratamientos con 10 nM y 100 nM de
E2 aumentan la proliferacién en estas células. Conforme se diluyeron las células, se puede
hacer una comparacion mas precisa del comportamiento celular bajo los tratamientos. A partir
de la dilucién 1.25x10° hasta la ultima dilucion 0.075x10° se observa un aumento en la
proliferacion celular como era de esperarse con los tratamientos utilizados cuando es
incubada las células con las dos dosis de E2; si lo comparamos con el tratamiento con
Tamoxifén 100 nM, que en capitulos anteriores se hizo referencia su aplicacion en la clinica y
su modo de accion biolégica, observamos el comportamiento contrario para todo los casos, la

proliferacion se encuentra muy disminuida. Cuando se combinan tamoxifén y E2 también
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se presenta una disminucién en el crecimiento celular como se observa en los tratamientos
representados con la barra morada y que es muy evidente en las concentraciones 1.25 x 10°,
0.65 x 10° 0.312 x 10°, 0.159 x 10°, 0.075 x 10° células/pozo, lo que indica que tamoxifén es
capaz de competir con E2 por el receptor de estrogenos e inhibir su efecto proliferativo como
ya se ha documentado (Moy B. y cols., 2006).

Habiendo estandarizado el ensayo, se probo el efecto bioldgico de nuestra proteina hibrida en
la linea celular derivada de cancer de mama, MCF-7, la cual expresa al receptor de
estrogenos. Se ha reportado previamente que las células MCF-7 presentan un posible
receptor especifico para AFP que media la actividad antiproliferativa de AFP en esta linea
celular. Es importante mencionar que, como se ha descrito previamente, la AFP humana no
une E2 bajo condiciones fisiolégicas (Uversky VN y cols., 1995; Uversky VN y cols., 1997), sin
embargo es necesario crear un cambio conformacional en la molécula recombinante que le
permita interactuar con su receptor y para ello se puede preincubar con concentraciones altas
de E2 (100 nM). Esta preincubacion, no debe afectar directamente la union de E2 a su
receptor ya que, por las altas concentraciones de E2 utilizadas para la preincubacion,
esperamos que la AFP ya se encuentre saturada y no logre secuestrar el E2 que se utiliza
para inducir la proliferacion en esta linea celular. Para comprobar esto, se realizaron ensayos
sin preincubar a la AFP con E2, y se observo que no habia efecto sobre la proliferacion
inducida por E2 en células MCF-7.

Se realizd el ensayo de proliferacion para determinar si las construcciones hibridas que
realizamos presentan el mismo efecto bioldgico que la forma nativa de AFP. Asi, como primer
paso probamos la construccion GFP-AFP que obtuvimos en mayor cantidad que AFP-GFP
bajo las siguientes condiciones.

PROLIFERACION EN CELULAS MCF-7
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Figura 16. Proliferacion de células MCF-7. Se determiné la proliferacion celular inducida por E2, por el método
de MTT sometidas a la incubaciéon con la construcciéon de GFP-AFP en presencia o ausencia de una
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preincubacion (dos horas) con 100 nM E2 bajo las siguientes condiciones de cultivo: Columna [} (azul) control,
medio de cultivo solo con SFB al 0.2%; Columna . (rojo) células incubadas con 10 nM de E2; Columna

células incubadas 10 nM de E2 y con 15 pg/ml de extracto total de GFP-AFP sin previa incubacion de
E2; Columna células incubadas con 10 nM E2 mas extracto total de GFP-AFP con previa incubacion
de E2 (100 nM); Columna [} (morado) células incubadas con 10 mM E2 y 1.5 ug/ml fraccion 80% GFP-AFP sin
incubacion previa de E2; Columna células incubadas con 10 mM E2 y 1.5 pg/ml fraccién 80% GFP-AFP
+ 100 nM E2. Diluciones celulares: 1) 2.5 x 10°%; 2) 1.25 x 10°% 3) 0.625 x 10°%;, 4) 0.312 x 10°% 5) 0.156 x 10°y 6)
0.075 x 10°. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestran error estandar. La grafica es
un experimento representativo realizado por triplicado se repitié en tres ocasiones el mismo experimento bajo las
mismas condiciones.

Como indica la figura 16, la incubacion con la proteina GFP-AFP, al parecer disminuye la
proliferacion celular solo cuando esta es preincubada con 100 nM de estradiol, sin embargo
cuando no se realiza una incubacion previa con estradiol no disminuye la proliferacion celular.
Los datos apoyan los resultados previos del trabajo de Bennet JA. y cols., 2002. Este efecto
podria ser debido a que, como ya ha sido previamente descrito (Mizejewski GJ, cols., 1985;
Mizejewski GJ, y cols., 1997; Mizejewski GJ y cols., 1996; Mizejewski GJ y cols., 1983), el
estradiol en concentraciones altas permite un cambio conformacional en la molécula de AFP
que facilita su interaccidn con su receptor y de esta manera logra inducir alguna respuesta que
media su efecto de inhibidor de la proliferacion en la linea celular MCF-7. Ademas cabe
aclarar que en los trabajos previos de Bannet JA y cols. 2002; Mijzejewki GJ. Y cols. 1983,
1996, 1997 y Villacampa JM y cols., 1984 se compar¢ el efecto antiproliferativo de la AFP
nativa contra otras proteinas, por lo que durante este trabajo no fue necesario incluir la AFP
nativa como parte de los controles.

Adicionalmente, como se observa en la figura 16, se probo si existe diferencia en la respuesta
utilizando el extracto total de la construccion GFP-AFP o la fraccion parcialmente purificada
(fraccion 80%). Los resultados indican que no hay mucha diferencia entre utilizar el extracto
total o la fraccion 80% de GFP-AFP, sin embargo nosotros pensamos que el extracto total
puede contener componentes que pudieran afectar la accidén biolégica de AFP, por lo cual se
decidié utilizar un método de separacién parcial, eficiente y en grandes concentraciones como
lo es el método de sulfato de amonio. Aunque no es una purificacion absoluta, en los
resultados demuestran que es suficiente para obtener un funcionamiento adecuado de la AFP.
Adicionalmente, se estudiaron los efectos de la proteina hibrida invertida, AFP-GFP que se
purificd a partir del sobrenadante de las células transfectadas.
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PROLIFERACION EN CELULAS MCF-7
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Figura 17. Proliferacion de células MCF-7 (2). Se determind la proliferacién celular inducida por E2, por el
método de MTT sometidas a la incubacion con las construcciones GFP-AFP, psAFP-GFP con previa incubacion
(dos horas) con 100 nM E2 y sin incubacion previa con E2, para todos los casos se incubo con 10 nM de E2.
bajo las siguientes condiciones de cultivo: Columna [} (2zul) control, medio de cultivo solo con SFB al 0.2%;
Columna [l (rojo) células incubadas con 10 nM de E2; Columna incubadas con 15 pug/ml de
extracto total de GFP-AFP+ E2 sin previa incubacion de E2; Columna extracto total + previa
incubacion de E2 (100 nM); Columna . (morado) 1.5 pg/ml fraccion GFP-AFP sin incubacion previa de E2;
Columna 1.5 pg/ml fraccion 80% GFP-AFP + previa incubaciéon de 100 nM E2; Columna . (negro)
Extracto total sin transfectar Columna extracto total de células transfectadas con GFP COOH
(carboxilo); Columna . (azul marino) sobrenadante psAFP-GFP sin previa incubacion de E2; Columna
sobrenadante psAFP-GFP + previa incubacion de 100 nM E2 (nota: la AFP fue incubada previamente 2 horas
con E2 antes de iniciar el experimento). Diluciones celulares: 1) 2.5 x 10°, 2)1.25x 10%; 3) 0.625 x 10%; 4)0.312
x 10% 5) 0.156 x 10% 6) 0.075 x 10°. Se muestran error estandar. La grafica es un experimento representativo
realizado por triplicado se repiti6 tres ocasiones el mismo experimento bajo las mismas condiciones.

Como se muestra en la figura 17, tanto las fracciones utilizadas como los extractos totales
tienen un efecto directo en la disminucion del crecimiento celular a diferentes diluciones de
células MCF-7, aunque en la dilucién 0.312x10°, 0.156x10° y 0.074x10° es mas evidente este
comportamiento. Adicionalmente, los resultados muestran que no hay grandes diferencias
entre la GFP-AFP y la psAFP-GFP, lo cual sugiere que la fusion de la GFP en el extremo
carboxilo terminal no esta interfiriendo con la interaccion de AFP con su receptor. Ademas se
probé la fraccion 80% psAFP-GFP sin embargo, su purificacion fue menos eficiente que la de
la construccion GFP-AFP por lo que se prob6 una sola vez y se encontré que también
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inhibe la proliferaciéon celular de manera similar al extracto total cuando es incubada
previamente con E2.

Estos datos confirman el efecto antiproliferativo que tiene la AFP, cuando es activada por
ligando, sobre la proliferacion inducida por E2 en células MCF-7. Por lo tanto en estos
experimentos de proliferacion podemos concluir que en ausencia de preincubacién con un
ligando, se ve disminuido el efecto inhibitorio de la AFP, lo cual demuestra que el cambio
conformacional es necesario para que la proteina se una eficientemente a su receptor y lleve
a cabo sus efectos fisiolégicos. Adicionalmente, nos indica que el efecto de la AFP no es por
el secuestro del E2 en el medio de cultivo.

4. EFECTO DE AFP SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL RE.

El siguiente experimento consistid en determinar si las construcciones GFP-AFP y psAFP-
GFP afectan la actividad transcripcional del receptor de estrdgenos en presencia y ausencia
de estradiol en la linea celular MCF-7, que contiene un receptor de estrogenos endégeno y en
la linea celular HeLa derivada de cancer de cérvix que no expresa al receptor de estrogenos.
La actividad transcripcional es mediada a través de un gen reportero controlado por un
promotor inducible para el receptor de estrégenos en presencia de multiples elementos de
respuesta para este gen y posteriormente se normalizd midiendo la actividad de -
galactosidasa controlado por un promotor constitutivo. Se realizaron tratamientos con los
extractos crudos de ambas proteinas de fusion y con las proteinas parcialmente purificadas.
Se observo que en ambos casos, el tratamiento con AFP inhibe la actividad transcripcional del
RE. Adicionalmente, se realizaron experimentos en células MCF-7 transfectando el vector de
expresion para psAFP-GFP para asegurar que los efectos observados no pudieran ser
mediados por otro factor dentro de los extractos, obteniendo los mismos resultados (Fig. 18 y
19).

ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS
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Figura 18. Actividad transcripcional del receptor de estr6genos en presencia y ausencia de GFP-AFP o AFP-GFP
en células MCF-7. Se transfectaron células MCF-7 con los plasmidos el reportero 3XERE-Luc y pCMV-p-gal y se
midi6 la actividad transcripcional en presencia y ausencia de 10 nM E2 bajo los siguientes tratamientos: 1) sin
hormona; 2) 10 nM E2; 3) 10 nM E2 y 15 pg/ml extracto total GFP-AFP; 4) 10 nM E2 y 1.5 pg/ml fraccién51



80% GFP-AFP; 5) 10 nM E2 y 5 pg/ul de sobrenadante AFP-GFP; 6) 10 nM E2 y 1.5 ug/ul de la fraccion 80%
AFP-GFP; 7) 10 nM E2 y 15 pug/ml de un extracto total sin transfectar; 8) 10 nM E2 y 5 ug/ul de sobrenadante
sin transfectar; 9) se transfecté con 1.5ug/ul plasmido pDEST53- psAFP-GFP. Como se indica en la grafica en
las columnas 3, 4, 5, 6, 7 y 8 los diferentes extractos se incubaron 2 horas con 100 nM E2 antes de ser afiadidos
a los pozos correspondientes, para el tratamiento de la columna 9 se adicioné 100 nM de E2 directamente al
medio de cultivo para inducir el cambio conformacional de la proteina que es exportada hacia el exterior, por
ultimo para todo los casos a excepcién del control sin hormona (columna 1) se afiadié 10 nM de E2 a todos los
tratamientos para inducir la actividad transcripcional del RE. Se incub6 tanto con la proteina hibrida como en los
demas tratamientos durante 3 horas antes de realizar el ensayo de luciferasa. Los niumeros sobre las barras
muestran la induccién de la actividad transcripcional comparado con el control en ausencia de hormona. Todos
los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestran error estandar. La grafica es un experimento
representativo realizado por triplicado se repiti6 tres ocasiones el mismo experimento bajo las mismas
condiciones.

Los resultados indican que la actividad transcripcional en presencia de E2 aumenta
considerablemente comparado con el control en ausencia de E2 (11 veces mayor induccion).
Sin embargo, cuando las células MCF-7 en presencia de E2 son incubadas con extracto total
GFP-AFP (columna 3), fraccion 80% GFP-AFP (columna 4), sobrenadante AFP-GFP (columna
5) o fraccion 80% AFP-GFP (columna 6), disminuye la actividad transcripcional del receptor de
estrogenos. Como controles negativos se utilizaron extractos celulares y sobrenadantes de
células COS7 que no habian sido transfectadas con AFP (Fig. 18, columnas 7 y 8). Nuestros
resultados demuestran que no hay efecto sobre la actividad transcripcional mediada por RE
en presencia de E2, lo cual indica que es la AFP y no otra proteina, induce la inhibicién de la
actividad transcripcional. Finalmente, se cotransfectaron la células MCF-7 con psAFP-GFP y
se incubaron las células con 100 nM E2 (Fig. 18, columna 9). Encontramos que existe una
disminucién en la actividad transcripcional mediada por RE. Pensamos que este efecto se
debe a que la AFP-GFP, al ser transportada hacia el exterior celular en presencia de altas
concentraciones de E2, logro obtener el cambio conformacional necesario para unirse a su
posible receptor y logré inhibir la actividad transcripcional de RE. Estos resultados apoyan
datos anteriores que el mecanismo antiproliferativo de AFP en estas células se realiza de
manera que modifica la actividad transcripcional de RE.

A continuacion se probo6 la linea celular HeLa que no presenta receptor de estrégenos
endogeno, asi que se transfectd el REa, y se utilizaron los mismos tratamientos.
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ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE ESTROGENO EN CELULAS HelLa
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Figura 19. Actividad transcripcional del receptor de estrégenos en presencia y ausencia de GFP-AFP o AFP-GFP
en células HelLa. Se transfectaron células HeLa con REa, el reportero 3xERE-Luc y pCMV-3-gal y se determiné
la actividad de luciferasa en presencia y ausencia de 10 nM E2 bajo los siguientes tratamientos: 1) sin hormona;
2) 10 nM EZ2; 3) 15 pg/ml extracto total GFP-AFP; 4) 1.5 ug/ml fraccion 80% GFP-AFP; 5) 5 ug/ul de
sobrenadante AFP-GFP; 6) 1.5 ug/ul de la fraccion 80% AFP-GFP; 7) 15 ug/ml de un extracto total sin
transfectar; 8) 5 pg/pl de un sobrenadante sin transfectar; 9) se transfecté con 1.5 ug/ul plasmido pDEST53-
psAFP-GFP. Como se indica en la grafica, en las columnas 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se incubaron los extractos proteicos
2 horas con 100 nM de E2 antes de ser afiadidos a los pozos correspondientes. Para el tratamiento de la
columna 9 se adicioné 100 nM de E2 directamente al medio de cultivo para inducir el cambio conformacional de
la proteina que es exportada hacia el exterior. Por ultimo, para todos los casos, a excepcion del control sin
hormona (columna 1), se anadié 10 nM de E2 para inducir la actividad transcripcional del RE. Las incubaciones
con E2, tanto como con la proteina hibrida se realizaron durante 3 horas antes de realizar el ensayo de
luciferasa. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestran error estandar. La grafica es un
experimento representativo realizado por triplicado. Se repitidé tres ocasiones el mismo experimento bajo las
mismas condiciones.

Los resultados son claros ya que ninguno de los tratamientos afecté la actividad
transcripcional de REa en las células HeLa. Esto sugiere que las células HelLa no tienen el
mecanismo que es requerido para observar efectos mediados por AFP y probablemente no
expresan el posible receptor para AFP lo cual evitaria que se encienda la via de sefializacion
requerida para afectar la actividad del receptor de estrogenos. La modulacion del receptor de
estrogenos parece ser crucial para llevar a cabo el efecto antiproliferativo de AFP y
adicionalmente depende de la presencia de un receptor especifico para AFP.

Como se ha mencionado previamente, estamos en la busqueda de una linea celular que no
presente receptor para AFP, como parte de una segunda fase experimental que tiene como
objetivo la clonacion del receptor para AFP, por lo que la linea celular HeLa es un buen
candidato para tales fines. Adicionalmente, se estudio la posibilidad de encontrar otras lineas
celulares que no presenten receptor para AFP.
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5. INTERACCION DE AFP CON SU RECEPTOR (ANALISIS CITOMETRIA DE FLUJO).

Asi, el siguiente experimento consistio en determinar si las proteinas hibridas, tanto la fraccion
80% GFP-AFP como el extracto total de GFP-AFP, son capaces de interaccionar con células
de diferente origen celular y si esta interaccidbn permite endocitar nuestra proteina. La
presencia de GFP nos permiti6 monitorear a nuestra proteina a través de la observacion en
microscopio de fluorescencia cuando son preincubadas con E2. Observamos que al anadir la
fraccion 80% GFP-AFP o el extracto total, preincubados durante 2 h con 100 nM E2, a células
MCF-7 se muestra fluorescencia tanto en la membrana como al interior de las células al ser
observadas en el microscopio de fluorescencia. Esto implica un reconocimiento por un
receptor de membrana que ayuda a endocitar a la proteina hibrida. Adicionalmente, se realiz6
el experimento utilizando una variedad de lineas celulares como LNCaP, COS-7, HepG2 y
HelLa (datos no mostrados) para revisar si estas células eran capaces de mantener a nuestra
proteina hibrida. Nuestros resultados mostraron que, a excepcion de la linea celular HepG2,
las demas lineas celulares estudiadas no mostraron fluorescencia.

LINEA CELULAR ORIGEN

LNCaP Adenocarcinoma de Préstata
Cos-7 Rifidn de Mono Verde
HepG2 Hepatocarcinoma Humano
HelLa Cancer Cérvico-Uterino

CV-1 Rifidén de Mono Verde
MCF-7 Carcinoma Ductal de Mama

Tabla 2. Lineas Celulares.

Fraccion 80 GFP-AFP Extracto total GFP-AFP

Figura 20. Visualizacion por microscopia de fluorescencia de GFP-AFP en células MCF-7. Se incubaron las
células MCF-7 con 1.5 pg/ul de fraccion 80 de GFP-AFP o 15 ug/ml de extracto total de GFP-AFP preincubadas

dos horas E2 100nM y se dejo incubar por espacio de una hora en células MCF-7, se visualizo por microscopia
fluorescente.
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Como se muestra en la figura 20, ambas fracciones son capaces de interaccionar con las
células MCF-7. Adicionalmente, la figura muestra fluorescencia al interior de las células lo que
indica que las proteinas fueron capaces de endocitarse. Asi, como pregunta final se decidié un
nuevo ensayo que asegurara si existia especificidad de ambas construcciones y encontrar una
linea celular que no presente receptor de AFP y pueda ser utilizada para la siguiente fase
experimental.

Decidimos utilizar en este experimento solo la fraccion 80% GFP-AFP que ha demostrado
tener efecto antiproliferativo en la linea celular MCF-7 e inhibe la activacién transcripcional del
RE. Decidimos utilizar citometria de flujo para demostrar union de la GFP-AFP por su receptor
en células MCF-7 y decidimos comparar el efecto de esta proteina en diferentes lineas
celulares como LNCaP, HeLa, COS-7, CV-1, MCF-7, HepG2. Estos experimentos se realizan
para observar si existe interaccion e internalizacién en otras lineas celulares

A continuacion se muestran algunos de los resultados:
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LNCaP HepG2
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Figura 21. Analisis de citometria de flujo (FACScan) de células MCF-7, LNCaP y HepG2 incubadas con GFP-
AFP. A) Blot de células tomadas para analisis. 1) Células MCF-7 incubadas con E2; 2) Células MCF-7 incubadas
con 1.5 pg/ml fraccién 80% GFP-AFP + E2; 3) Células LNCaP incubadas con 1.5 ug/ml fraccion 80% GFP-
AFP + E2; 4) Células HepG2 incubadas con 1.5 yg/ml fracciéon 80% GFP-AFP + E2. Se incubd la proteina con
E2 100 nM durante 2 horas previas a la incubacion con las lineas celulares.

Los resultados indican que la fraccion 80% de GFP-AFP tuvo afinidad por la linea celular
MCF-7 (Figura 21 panel 2) asi como por la linea HepG2 (panel 4) que previamente esta
documentado presentan un receptor para AFP. En el caso de la linea celular LNCaP, se
encontrd escasa fluorescencia, por lo que en esta linea celular se puede asegurar no presenta
un receptor para AFP (panel 3). Adicionalmente al resultado obtenido con las células LNCaP,
se probaron las lineas celulares COS-7, HelLa, y CV-1 donde no se encontré union de la
fraccion 80% GFP-AFP a ninguna de estas lineas.

Las poblaciones celulares, para el caso de la poblacién de la linea MCF-7, son mostradas en
el panel A como ejemplo de cémo fueron utilizadas las demas lineas celulares para estos
ensayos de reconocimiento. Los resultados fueron comparados contra sus controles (panel 1).
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Figura 22. Citometria de células MCF-7 incubadas con GFP-.AFP en presencia y ausencia de una preincubacion
con E2 100 nM. Se incubaron células MCF-7 con 1.5 pg/ml de fraccion 80% GFP-AFP (linea negra) sin E2; con
1.5 pg/ml fraccion 80% GFP-AFP + E2 (linea verde); Incubacion extracto total GFP-AFP+E2 (linea rosa). En
todos los casos llevo a cabo la incubacion durante dos horas.
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La figura 22 muestra la fluorescencia incorporada cuando la GFP-AFP es sometida a
incubacion previa con E2 y en ausencia de la hormona. Observamos un desplazo en la sefial
fluorescente cuando la linea celular es incubada con la construccion GFP-AFP previa
incubacion con E2. Ha sido documentado en experimentos previos (Villalpando y cols 2004),
AFP requiere ser expuesto a algun ligando para interaccionar con su receptor, en este caso, a
altas concentraciones de E2 como fue confirmada durante este trabajo experimental. Asi,
pensamos que las construcciones realizadas durante esta primera etapa experimental
expresan proteinas de fusion capaces de reconocer a un receptor especifico en la linea
celular derivada de cancer de mama MCF-7, asi como en la linea celular HepG2.

Los mecanismos especificos que se presentan durante la modulacion de AFP en células
positivas para RE se mantienen sin ser resueltas, sin embargo esta herramienta que se ha
comprobado durante esta etapa experimental nos permitira proponer una estrategia
experimental que permita clonar al receptor de AFP como parte de un siguiente trabajo
experimental.
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DISCUSION

Se ha mencionado que alfa-fetoproteina y algunos péptidos sintéticos derivados de su region
carboxilo terminal son potentes factores antiestrotréficos con potencial para utilizarse como
una nueva clase de agentes terapéuticos contra cancer de mama. Sin embargo, se conoce
muy poco sobre los mecanismos que se regulan por esta proteina, ya que se desconoce su
receptor y las vias de sefializacion que pudiera activar. Durante este proyecto se evaluo el
efecto bioldgico de una proteina de fusion de AFP con GFP para ver su eficacia como una
herramienta critica para la clonacién y caracterizacién del receptor de AFP.

Asi, como primer objetivo de este proyecto el gen de AFP fue clonado de manera que se
obtuviera un gen fusionado con GFP en el extremo amino ¢ carboxilo terminal, para
determinar cual configuracion permite una mejor union al receptor. Adicionalmente, se
mantuvo el péptido sefial de AFP en la construccion donde GFP se encontraba en el extremo
carboxilo (psAFP-GFP). Esto permitid que la proteina se transportara al exterior de las células
y se pudiera purificar a partir del sobrenadante del cultivo celular.

La eficiencia de purificacion de las proteinas hibridas expresadas en células COS-7
transfectadas transitoriamente, ya sea a partir de extractos celulares totales, en el caso de
GFP-AFP o a partir de sobrenadantes, en el caso de psAFP-GFP fue muy similar para las dos
construcciones. Adicionalmente, en ambos casos se encontré que una precipitacién con 80%
de sulfato de amonio daba un nivel razonable de purificacion. En general, se obtuvo una
mayor concentracion de la proteina hibrida GFP-AFP que de AFP-GFP obtenida del
sobrenadante celular. Sin embargo, al concentrar el sobrenadante por dialisis, se comenzo6
con un extracto mas puro que contiene menos proteinas pequefas, las cuales no son de
nuestro interés.

AFP presenta tres dominios. Entre los dominios | y Il AFP presenta una region de bisagra la
cual le permite adoptar una forma flexible que, cuando es expuesta a un ligando, como son los
acidos grasos o en este caso un exceso molar de E2, se provoca un cambio conformacional
en la molécula de AFP llevandola a exponer sitos de reconocimiento que facilitan su union a
su receptor ((Mizejewski GJ. Y cols 1995). Adicionalmente, se ha documentado que aunque
AFP de roedor es capaz de unir a E2 y transportarlo, la AFP humana no transporta E2 lo cual
sugiere que la afinidad por este ligando es muy baja y se requieren de altas concentraciones
para que se realice este cambio conformacional. En base a estos hechos, utilizamos un
exceso molar de E2 para cambiar la estructura conformacional de nuestras proteinas hibridas
y determinar si demostraban los mismos efectos bioldégicos que se han reportado para la
proteina nativa. Asi, se realizaron una variedad de experimentos que incluyeron determinar su
actividad sobre la proliferacion de células MCF-7, la actividad transcripcional del receptor de
estrogenos, la internalizacion de AFP en lineas celulares que expresan el receptor putativo de
AFP y la determinacion de algunas lineas celulares que no internalicen a la AFP, lo cual
indicaria que no expresan al receptor de AFP.

Inicialmente estudiamos los efectos de las proteinas GFP-AFP y psAFP-GFP sobre la
proliferacion estrogeno-inducida de células MCF-7. Los resultados mostraron que ambas
proteinas inhibieron la proliferacion de células MCF-7 de manera similar (figura 17). Estos
resultados fueron observados al ser preincubadas con un exceso molar de E2, sin embargo no
se presentd dicho comportamiento en ausencia de una preincubacién. Esto indica que, al
igual que ocurre con la proteina nativa, se requiere de un cambio conformacional en estas
moléculas para que lleven a cabo su actividad. Adicionalmente, esto indica que el mecanismo
mediante el cual actua la AFP no es debido a que pueda depletar al E2 del medio y asi evitar
la proliferacion celular, ya que en ausencia de una preincubacion de la AFP con un exceso

58



molar de E2, la proliferacion es similar a la observada en ausencia de AFP. Por otra parte, el
utilizar extractos totales o fracciones parcialmente purificadas que contienen la proteina
hibrida nos dieron resultados muy similares. Esto sugiere que la interaccion de AFP con su
receptor es especifica y que no hay proteinas adicionales en el medio que puedan competir
con AFP o bloquear su efecto. Por otra parte, al utilizar un extracto total de células sin
transfectar o extracto de células transfectadas con GFP solo, no cambia la proliferacién celular
de las células MCF-7 comparadas con el control, mostrando que el efecto antiproliferativo es
mediado por AFP (figuras 16 y 17). De esta forma se confirm6 que ambas proteinas de fusion
de AFP muestran un efecto antiproliferativo y que la fusion de la proteina con GFP no afecta,
su efecto bioldgico. Esto indica que las construcciones realizadas pueden ser una poderosa
herramienta para comprender mejor como se lleva a cabo dicha accién biologica y que
componentes celulares estan participando para tal efecto.

Utilizamos ensayos de activacion transcripcional, a través de un gen reportero de luciferasa
dependiente de RE, para determinar si nuestras proteinas hibridas eran capaces de inhibir la
transactivacion mediada por REa en presencia de estradiol. Nuestros resultados demuestran
que tanto psAFP-GFP como GFP-AFP son capaces de inhibir la actividad transcripcional de
REa en células MCF-7. Sin embargo, al repetir los experimentos en células HelLa con el
REa transfectado transitoriamente, observamos que ninguna de nuestras proteinas fue capaz
de inhibir la activacién transcripcional. Esto sugiere que no solo es necesaria la presencia de
REa, sino que las células HeLa no presentan un receptor de AFP que medie esta actividad.
(Figuras 18 y 19). Esto se confirm¢ utilizando ensayos de citometria de flujo, los cuales
indicaron que estas células no internalizan a la AFP.

Inicialmente, se confirmaron los efectos antiproliferativos que le han sido atribuidos a AFP en
células de cancer de mama, MCF-7 (Goncharova O. y cols., 1999). Como se menciono
anteriormente, la actividad antiestrotrofica de la AFP y sus péptidos derivados, esta restringida
a células que contienen receptores de estrégenos in vivo e in vitro (Villacampa JM y cols.,
1984). El efecto observado durante los experimentos de proliferacion se explica por un
mecanismo que involucra la regulacion de la actividad del receptor de estrogenos. Bennet y
cols., 2002 demostraron que AFP es capaz de inhibir el crecimiento de lineas celulares
cancerosas que son resistentes a tamoxifén, indicando que este mecanismo no involucra una
competencia directa por el receptor de estrégenos. Aun cuando no han sido descritos los
mecanismos especificos de su actividad bioldgica, se especula que modula la respuesta de
RE, mediante la activacion de alguna via de transduccion de senales, desde la membrana
celular siendo un posible blanco en este mecanismo la MAP cinasa (Pietras RJ, y cols., 1995;
Krupnick JG, y cols., 1997; Tremblay A, y cols., 1999; Levin ER, y cols., 1999; Lee y cols.,
2000; Campbell y cols., 2001), que es conocida modula un gran numero de procesos
bioldgicos. Sin embargo, son pocos los trabajos conocidos que apoyan dicha posibilidad. Asi,
puesto que AFP es capaz de interaccionar con componentes de la membrana celular
(Vilacampa y cols., 1999), pensamos que dicho proceso es mediado por un receptor
especifico para AFP o por alguno ya descrito para algun otro ligando. Asi que de acuerdo a
las evidencias, es conocido que diferentes factores de crecimiento estan participando de
forma importante en la evolucion de la masa tumoral como el EGFR (Pietras RJ, y cols., 1995;
Krupnick JG, y cols., 1997; Levin ER, y cols., 1999; Lee y cols., 2000; Campbell y cols., 2001;
Schiff R, y cols., 2005) y el HER-2/neu (Osborne CK, y cols., 2005) que ha sido ampliamente
estudiado y se sabe es un receptor presente durante el desarrollo del cancer de mama y es un
importante blanco terapéutico utilizado en la clinica, sin embargo se requieren mas estudios al
respecto para poder proponer a estos receptores como posibles blanco de AFP.

La importancia de comprender los mecanismos por los que AFP realiza su funcion bioldgica

tiene como meta el poder utilizarla en la clinica en canceres de mama que son
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refractarios a tamoxifén reduciendo los efectos secundarios que producen varios agentes que
son utilizados en la actualidad en la clinica.

Aunque el receptor putativo no ha sido aislado e identificado, evidencias indirectas suponen la
presencia de un receptor para AFP en las lineas celulares MCF-7, HepG2, linfocitos T y
mioblastos (Dudich y cols., 1998). Como se mencion6 anteriormente, la existencia de un
posible receptor esta estrechamente conectada a través de la union preferencial de acidos
grasos insaturados sobre acidos grados saturados a AFP activando una via endocitica
saturada mediada por la proteina. El proceso de internalizacién envuelve endocitosis mediada
por clatrina con localizacion en endosoma, en la red de trans Golgi o en cuerpos
multivesiculares. Por lo tanto, AFP es un esencial mediador de la internalizacion celular de
acidos grasos no saturados a través de un receptor no identificado que podria ser especifico
para AFP. Otros trabajos que se mencionaron previamente y que apoyan la existencia de un
receptor especifico para AFP fueron realizados utilizando AFP marcada (Villacampa y cols.
1984), donde identificaron un receptor putativo para AFP en la linea celular MCF-7 de cancer
de mama. Este trabajo claramente indica que AFP es internalizada a través de un receptor
(Villacampa y cols., 1984). Ademas otros grupos han desarrollado anticuerpos monoclonales
contra el receptor MABS 167H.1 y 167H.4. Estos anticuerpos antagonizan el receptor de AFP
llevando a la internalizacion del anticuerpo.

En este estudio, se confirmd la presencia de un receptor especifico en las lineas celulares
MCF-7 y HepG2, utilizando citometria de flujo y microscopia de fluorescencia para observar la
internalizacidn de nuestras proteinas hibridas. Adicionalmente, estas técnicas fueron utilizadas
para encontrar alguna linea celular que no presente un receptor para AFP. En este caso,
observamos que tanto las linea celular HeLa como COS-7 y LNCaP no internalizan nuestras
proteinas fluorescentes y pudieran ser buenos candidatos para utilizarse en una segunda fase
que tendra como objetivo la clonacion del receptor de AFP.

Estos son datos preliminares de la funcién de AFP como moduladora del crecimiento en lineas
celulares de cancer de mama, sin embargo todavia existen varias interrogantes sobre el
mecanismo que utiliza AFP para llevar a cabo su actividad anticancerigena. Nosotros
proponemos que en base a estos resultados, estas proteinas hibridas pueden ser utilizadas
para nuevos ensayos que sean dirigidos determinar el tipo de receptor por el cual AFP realiza
su funcion bioldgica.

Nosotros proponemos utilizar lineas celulares negativas al receptor de AFP con una genoteca
de expresion creada a partir de RNAm de células HepG2 sensibles a AFP. Esta genoteca es
producida usando un kit de cDNA de Clontech (Palo alto, CA) que contiene genes resistentes
a puromicina para su seleccion en células de mamiferos. El sistema asegura que todas las
células que sobrevivan expresen un inserto de cDNA y asi se reduzca la necesidad de
purificacion. Las células negativas al receptor para AFP seran transfectadas con dicha
genoteca. A partir de los resultados expuestos anteriormente, proponemos utilizar células
HelLa para estos experimentos. Las células que internalicen el ligando se podran separar por
citometria de flujo.

Asi las clonas seleccionadas deberan ser purificadas y el inserto puede ser amplificado por
PCR y secuenciado para determinar su identidad. Posteriormente, proponemos ensayos de
caracterizacion del receptor de AFP verificando su unidn asi como también ensayos para la
caracterizaciéon funcional. En este estudio proponemos determinar la afinidad de AFP por su
receptor. Por lo que las construcciones realizadas nos permitirian utilizarlas para la
determinacion de la constante de afinidad como ha sido descrito anteriormente (Medina-
Kauwe LK y cols., 2000). Adicionalmente, se podrian realizar ensayos de pérdida de
expresion utilizando la técnica de RNA de interferencia en células que expresen el receptor de

AFP endogeno para determinar la especificidad de estas interacciones. La técnica de RNA60



de interferencia para silenciar proteinas de membrana de mamiferos se ha utilizado con
mucho éxito para la caracterizacion de las mismas y para estudiar transporte intracelular (Ahn
y cols 2003; Dhanvantari S. y cols., 2003; Gschwind A. y cols., 2003; Lou WJ. y cols., 2003;
Siegmund D. y cols., 2002; Xu Y. y cols., 2002). Ademas para determinar el efecto del
receptor de AFP sobre receptores de estrogenos en células de cancer de mama proponemos
realizar experimentos de proliferacion y de actividad del receptor de estrégenos usando
inhibidores especificos de cinasas de las vias de transduccion de sefales.

Recientemente, diferentes estudios en laboratorios alrededor del mundo han mostrado el uso
del receptor de AFP (RECAF) como un posible biomarcador en diferentes canceres. Se
purifico el RECAF por inmunoensayos (realizando la purificacion parcial del receptor de alfa-
fetoproteina por cromatografia de afinidad). De acuerdo a los resultados la prueba
inmunoldgica utilizando RECAF, logré distinguir pacientes en fase tempranas de cancer de
mama de individuos normales (Moro R, y cols., 2012). Tcherkassova J, y cols., 2011). Se
comparo la utilidad terapéutica de RECAF contra biomarcadores utilizados en clinica como
parte del panel en la deteccibn de cancer de mama, y cancer de ovario, para esto
determinaron por pruebas inmunoldgica los niveles de CEA (Antigeno carcinoembrionario) y
del marcador para cancer de ovario CA125, los resultados mostraron la superioridad de
RECAF sobre los demas biomarcadores, por lo que se ha recomendado que se tome en
cuenta como parte del panel que se utiliza en la actualidad en particular para la deteccion de
la etapa temprana del cancer de ovario.

Por lo tanto, identificar los componentes de la maquinaria celular envueltos en la accién de la
AFP, asi como el proponer una alternativa tecnolégica para la busqueda del receptor de AFP
son las nuevas propuestas para la segunda fase experimental. La busqueda del receptor de
AFP implica un ambicioso proyecto de investigaciéon que esperamos culmine con una utilidad
de la molécula de AFP como un tratamiento eficaz en mujeres que han desarrollado cancer de
mama.
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CONCLUSIONES

* Las construcciones GFP-AFP y psAFP-GFP se pueden sobreexpresar y purificar
parcialmente para ser utilizadas como herramientas para el estudio de la accidén biolégica de
AFP. No es necesaria la purificacion completa de estas proteinas para observar su actividad
bioldgica

* Las proteinas hibridas utilizadas durante este proyecto experimental ratificaron las
observaciones previas donde AFP presenta una actividad antiproliferativa en linea celulares
derivadas de cancer de mama.

* AFP bloquea la actividad transcripcional del receptor de estrogenos en células donde AFP
logra ser internalizada.

* Pensamos que AFP realiza su actividad antiproliferativa a través de regular al RE via el
bloqueo de alguna via de sefalizacion mediada por MAP cinasa.

* AFP se une de forma especifica a células derivadas de cancer de mama MCF-7 y de
Adenocarcinoma hepatico HepG2.

* Se encontré a las células LNCaP, HeLa y Cos-7 como posibles candidatos para la clonacion
del receptor para AFP ya que no internalizan a la AFP, indicando la ausencia de un receptor
especifico.
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