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Resumen

Las células cancerosas se caracterizan por presentar alteraciones en las vias
metabdlicas, que son clave para satisfacer sus altas demandas biosintéticas asociadas
a la proliferacion. Parte de este fenotipo se traduce en una dependencia en el uso de
glucosa como fuente de energia y una mayor sintesis de lipidos para favorecer la
proliferacion celular. El factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11 / BMP11),
miembro de la superfamilia del TGF-f3, se ha descrito recientemente como un regulador
importante de la proliferacion y diferenciacidon en células que mantienen caracteristicas
troncales. Sin embargo, el papel que juega en células que demandan una mayor
cantidad de energia, como es el caso del carcinoma hepatocelular (HCC) aun no se
ha caracterizado. Nuestros resultados indican que GDF 11 induce un efecto antitumoral
en las lineas celulares de carcinoma hepatocelular asociado con el efecto que produce

en el estado metabdlico en glucdlisis y el metabolismo de los lipidos en el HCC.

Vi



Abstract

Cancer cells are characterized by alterations in key metabolic pathways to fulfill the
biosynthetic demands associated with proliferation. Part of this phenotype is translated
in a significant reliance in the use of glucose as an energy source, and a greater
synthesis of lipids to favor cell proliferation. The growth differentiation factor 11
(GDF11/ BMP11), a member of TGF- superfamily, has recently been described as an
important regulator of proliferation and differentiation in cells that maintain stem
characteristics. However, the role it plays in cells that demand a greater amount of
energy, as in the case of hepatocellular carcinoma (HCC), has not yet been
characterized. Our results indicate that GDF11 induces an anti-tumorigenic effect in
hepatocellular carcinoma cell lines associated with the outcome that exert on glycolysis
and lipid metabolism. These results show that GDF11 could be an important factor in

the control of hepatocellular carcinoma.
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Introduccion

Hepatocarcinoma celular

El hepatocarcinoma celular (HCC) es uno de los canceres mas letales y prevalentes
en la poblacion. Diferentes factores etiologicos como infeccion crénica del virus de la
hepatitis B y C, el alcohol y la diabetes causan dafio hepatico, seguido de un proceso
inflamatorio, necrosis y la proliferacion de las células hepaticas. Ciclos continuos de
procesos de dafio y regeneracion culminan en cirrosis hepatica, la cual se caracteriza
por la presencia de ndédulos regenerativos que progresan en algunos casos hacia
nodulos displasicos y finalmente en HCC (Tahmasebi Birgani & Carloni, 2017).
EIHCC es la neoplasia primaria mas comun del higado, es el quinto cancer mas comun
en hombres y el séptimo en mujeres a nivel mundial, con mas de medio millon de
nuevos casos diagnosticados anualmente en todo el mundo. (World Health
Organization Mortality Database. WHO Statistical Information System. 2008 Available
at: http://www.who.int/whosis.). La incidencia anual del HCC es igual al numero de
muertes por afio que este genera, lo cual es un indicador de la agresividad de esta

enfermedad (Jemal et al., 2011).

Efecto Warburg

Las células tumorales reprograman su metabolismo energético para cubrir sus altas
demandas bioenergéticas, para mantener un crecimiento rapido y descontrolado. El
primer evento adaptativo en el metabolismo del tumor es el denominado efecto

Warburg. El efecto Warburg se caracteriza por un incremento en la captacién y



consumo de glucosa en condiciones aerobias, una disminucidon en la fosforilacion
oxidativa y la produccién de lactato (Currie et al., 2013). En un tejido normal,
aproximadamente el 10% de la energia de la célula se genera por glucdlisis, mientras
que la respiracion aerdbica, que tiene lugar en la mitocondria, contribuye con 90%. Sin
embargo, en tejidos tumorales, aproximadamente el 50% de la energia celular, se
genera por glucolisis y la energia restante es generada en la mitocondria.

Los tumores comparten una proliferacion celular descontrolada y para esto requieren
generar eficientemente energia y componentes de su biomasa, con la finalidad de
expandirse y diseminarse (Boroughs & DeBerardinis, 2015). La reprogramacion
metabdlica es una caracteristica bien establecida en el cancer (Hanahan & Weinberg,
2011).

Como se ha descrito previamente, las células tumorales basan su metabolismo en la
glucolisis aerobia para consumir glucosa y generar ATP, el cual es un proceso rapido
pero poco eficiente (Cairns et al., 2011). El paso inicial de la glucdlisis es el transporte
de la glucosa a través de la membrana plasmatica hacia el citoplasma, el cual depende
de la familia de transportadores de glucosa (GLUTs) (Macheda et al., 2005). Existe
evidencia suficiente de que los transportadores de glucosa (GLUT1-4) se encuentran
expresados de forma aberrante en diferentes tipos de canceres, teniendo una
influencia significativa en el metabolismo de glucosa en el cancer (Szablewski, 2013).
En otro estudio se analizd la expresion del transportador de glucosa GLUT2 en 60
muestras de pacientes con HCC revelando que GLUT2 se encuentra sobre-expresado

en el HCC (Daskalow et al., 2009), ademas se ha demostrado que los pacientes con



HCC y GLUT2 positivo predice un mal prondstico en pacientes con HCC (Paudyal et
al., 2008).

Existen dos vias importantes involucradas en la reprogramacion metabdlica. La primer
via es la de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), la cual funciona como un
sensor y regulador en la homeostasis energética (Hardie et al., 2012). La activacioén de
AMPK por estrés energético promueve el cambio de glucdlisis hacia fosforilacion
oxidativa, este cambio tiene un efecto inhibitorio en el efecto Warburg en células con
una rapida proliferacion (Hardie, 2015). La activacion de AMPK disminuye la sintesis
de RNA, DNA, proteinas y lipidos para inhibir la proliferacion celular y el crecimiento.
El efecto de la activacion de AMPK en el metabolismo del cancer ha sido bien
caracterizado. Por otro lado, mTOR es un regulador crucial, rio abajo, en la
sefalizacion de AMPK en las células de cancer, de esta manera AMPK puede inhibir
la actividad de mTOR de forma directa o indirecta. La inactivacion de mTOR suprime
la expresion de genes que son reguladores de la glucdlisis ((Hardie, 2011; Hay &

Sonenberg, 2004)).

Lipogénesis en HCC

Una de las rutas metabdlicas que se desregulan a lo largo de la carcinogénesis es la
via de sintesis de acidos grasos, especificamente hay un incremento en la lipogénesis
(Rohrig & Schulze, 2016). En el cancer la desregulacion en la sintesis de lipidos es
necesaria para proveer una fuente constante de energia y de lipidos asi como

precursores lipidicos que promueven la produccion de membranas, modificaciones



postraduccionales de proteinas necesarias para la transduccion de senales en el
contexto de una elevada proliferacién (Rohrig & Schulze, 2016). Evidencia reciente
indica que la via de sefalizacion AKT/mTOR se encuentra involucrada en la regulacion
de la lipogénesis (Menendez & Lupu, 2007; Swinnen et al., 2006), el incremento en
esta via se asocia con el aumento de enzimas lipogénicas involucradas en la
biosintesis de acidos grasos y colesterol (Calvisi et al., 2011).

La lipogénesis es la sintesis de acidos grasos endogenos a partir de acetil CoA (Ameer
et al., 2014). Una vez que la glucosa entra a la célula, se forma piruvato a través de la
glucalisis en el citosol. En la mitocondria, el piruvato es convertido en citrato por medio
del ciclo de los acidos tricarboxilicos. El citrato sale de la mitocondria, y es convertido
en acetil CoA por la ATP citrato liasa (ACLY). A continuacién la acetil CoA carboxilasa
(ACC) convierte la acetil CoA en malonil CoA por una carboxilacion irreversible.
Finalmente, la acido graso sintasa (FASN), enzima clave responsable del paso
catalitico final en la biosintesis de acidos grasos, induce la condensacion de acetil CoA
y malonil CoA para producir acido palmitico, un acido graso saturado de 16 carbonos
(Figura A). El acido palmitico es extendido por una elongasa y forma acido estearico.
Enseguida la estearoil-CoA desaturasa (SCD1) es la responsable de la desaturacion
del acido estearico y palmitico en el carbono nueve, resultando en la formacion de
palmitato y oleato que son acidos grasos monoinsaturados (MUSFAS). Los acidos
grasos pueden ser insaturados por la desaturasa de acidos grasos (FADS) para formar
acidos grasos poliinsaturados (PUSFAs). Los acidos grasos libres (FAs) pueden ser
utilizados como sustratos para la sintesis de triglicéridos, esteres de colesterol y

fosfolipidos (Che et al., 2017).
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Figura A. Sintesis de acidos grasos de glucosa a palmitato.

Evidencia experimental indica que la alta proliferacién celular (Bensinger et al., 2008;
Lo Sasso et al., 2010) y el crecimiento del tumor (Clendening et al., 2010; Dang, 2012)
se encuentran estrechamente asociados con altos requerimientos de colesterol.
Algunos tipos de cancer, como el HCC, son dependientes del colesterol para crecer
(Borena et al., 2012). El mecanismo predominante que provee el colesterol necesario
para las necesidades celulares es la sintesis de novo a partir de acetil-CoA en la
llamada via del mevalonato. La hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGCR) cataliza
la reduccién de HMG CoA a mevalonato, el paso limitante en la sintesis de colesterol.
El mevalonato es transformado hacia isopentenil-difosfato, tras la accion de la
mevalonato cinasa(MVK) y la mevalonato descarboxilasa (MVD). A continuacion, se
polimerizan seis de estas moléculas para formar escualeno, a través de la escualeno
sintasa (SQS), el escualeno se cicla a lanosterol. El lanosterol después de una serie
de reacciones es finalmente transformado en colesterol (Goldstein & Brown, 1990).

La expresidn de enzimas involucradas en la biosintesis de acidos grasos es controlada
por las proteinas de unién a elementos regulados por esterol (SREBPs), que son una

familia de factores de transcripcion. SREBP1 y SREBP1c son dos variantes del



empalme del gen SREBP1 y, SREBP2 es el producto del gen SREBPF2 (Horton,
2002). Los SREBPs se unen a elementos regulatorios de esterol (SREs) y algunas
secuencias E-box, elemento palindrémico de DNA, en los promotores de sus genes

blanco (Amemiya-Kudo et al., 2002).

Mitocondria y cancer

A nivel celular la mitocondria es el conector central del metabolismo, integrando las
vias de sefializacion involucradas en la demanda energética y biosintética de la célula.
Es un organelo altamente dinamico que responde al estrés celular a través de cambios
en su masa total, sus interconexiones y su localizacion subcelular (Wai & Langer,
2016). Cambios en la masa total mitocondrial reflejan una alteracion en el balance
entre la biogénesis mitocondrial y la mitofagia (Twig et al., 2008).

La morfologia mitocondrial varia dependiendo el tipo celular y el tejido, cambiando
rapidamente en respuesta a sefales externas y metabodlicas como el estado de
nutrientes. Las muchas funciones de la mitocondria se han asociado estrechamente a
su morfologia. La red mitocondrial abarca la estructura ramificada y reticular de las
mitocondrias fusionadas, asi como una estructura separada que se distingue por
puntuaciones individuales (Valente et al., 2017).

Las mitocondrias se interconectan unas con otras como una red continua determinada
por la fusion mitocondrial, mientras que la fision mitocondrial resulta en la
fragmentacién de la red generando mitocondrias con dimensiones mas pequefas

(Suen et al., 2008).



La remodelacion de la red mitocondrial en las células esta mecanicamente regulada
por procesos de fusion y fisidbn en respuesta a hipoxia, ciclo celular, cambios en la
demanda de energia y diferentes tipos de estrés celular (Detmer & Chan, 2007).

La fusion involucra la asociacion coordinada de la membrana interna y externa de la
mitocondria. Las mitofusinas (Mfn), Mfn1 y Mfn2, son proteinas esenciales para este
proceso (Chen et al.,, 2003) junto con OPA1 (dinamina mitocondrial tipo GTPasa)
(Chen et al., 2005). El proceso opuesto, la fisibn mitocondrial depende de la proteina
relacionada a dinamina Drp1 ,(Smirnova et al., 2001) que se localiza en regiones
especificas en la mitocondria, y un subgrupo de estas zonas marca los sitios de la
futura fision. Las dinaminas son enzimas mecano-quimicas que emplean la hidrolisis
de GTP para dirigir la escisién de la membrana (Praefcke & McMahon, 2004), y se
conoce que la desregulacion de estos procesos se encuentra implicada en la
carcinogeénesis. Se ha investigado sobre la alteracion de la dinamica mitocondrial y su
papel funcional en la regulacién de la autofagia y la supervivencia celular en el HCC,
indicando que el proceso de fision se encuentra incrementado, debido a un aumento
en la expresion de dinaminas (DRP1) que contribuye a un mal prondstico en pacientes
con HCC. El aumento de la fision por la expresion forzada de DRP1 o el silenciamiento
de Mfn1 promueve la sobrevivencia de las células de HCC tanto in vitro como in vivo,
facilitando la autofagia e inhibiendo la apoptosis dependiente de la mitocondria (Huang
et al., 2016). También se ha demostrado que la fision mitocondrial mediada por Drp1
juega un papel crucial en la regulacion de la progresion del ciclo celular y la

proliferacion celular en el HCC (Zhan et al., 2016).



Factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11)

El factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11) también conocido como proteina
morfogénica de hueso 11 (BMP11), es un miembro de la familia del factor de
crecimiento transformante beta (TGFf) (Nakashima et al., 1999). El GDF8 y el GDF11
son dos miembros de la familia que comparten un 90% de homologia, se unen al
mismo receptor y a los mismos antagonistas extracelulares, lo que hacia suponer que
eran funcionalmente indistinguibles (Walker et al., 2017). Como otros miembros de la
super familia de TGFp, el GDF11 se une a los receptores tipo | ActRIIA y ActRIIB
(Tsuchida et al., 2008), el complejo recluta a los receptores tipo Il de activina ALK4,
ALKS5 y ALKY para activar a las proteinas SmadZ2/3, las cuales se asocian a Smad4. El
complejo de proteinas Smad se trasloca al nucleo e interactua con co-activadores o
con co-represores transcripcionales para regular la expresion génica (Y. H. Zhang et
al., 2016).

Mientras el papel del GDF11 durante el desarrollo esta bien definido, su papel en el
adulto es poco comprendido. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que el
GDF11 es un factor circulante importante que disminuye con la edad. Tratamientos
exogenos con GDF11 pueden revertir los efectos relacionados a la edad incluyendo la
reduccion de la hipertrofia cardiaca (Loffredo et al., 2013), regeneracion muscular
(Sinha et al., 2014) asi como promover la neurogénesis (Katsimpardi et al., 2014). Por
otra parte, otros estudios reportan aspectos contradictorios de la funcién del GDF11
asi como controversia acerca de las similitudes entre el GDF11 y el GDF8 (Egerman

et al., 2015; Hinken et al., 2016; Rodgers & Eldridge, 2015; Smith et al., 2015). Un



estudio reciente sugiere que tanto el GDF11 y el GDF8 no son funcionalmente
equivalentes y que el GDF11 es un activador mas potente de Smad2/3 in vitro e in vivo

a través de los receptores de activina tipo | ALK4/5/7 que GDF8 (Walker et al., 2017).

Lineas celulares en el estudio de HCC

Las lineas celulares se han usado extensamente en el estudio del HCC. El uso de
sistemas in vitro ofrece la posibilidad de realizar analisis bajo condiciones
experimentales bien controladas. Las lineas celulares mas comunes para el estudio
del HCC incluyen Hep3B, Huh-7, HepG2 entre otras (Qiu et al., 2015).

La linea celular Hep3B proviene de un varén estadounidense de 8 afnos con HCC
primario. Presenta la caracteristica de sintetizar varias proteinas de plasma humano
incluyendo albumina y alfa-fetoproteina. Estudios epigenéticos sugieren que la linea
Hep3B tiene un fenotipo mas agresivo en comparacion con la linea Huh-7 y HepG2
(Jiang et al., 2007). La linea celular Hep3B secreta proteinas caracteristicas de
transicion epitelio mesénquima (EMT), al igual que la linea celular Huh-7, proceso que
se recapitula en el cancer (Slany et al., 2010). Las células Hep3B son deficientes en
p53 (proteina supresora de tumores, cuya funcion se encuentra frecuentemente
alterada en el cancer) y expresan la proteina viral de la hepatitis B (HBx) que juega un
papel crucial en el desarrollo del HCC (Qiu et al., 2015).

La linea celular Huh-7 es una linea celular bien establecida y diferenciada derivada de
células epiteliales de un carcinoma celular, originada a partir de un tumor hepatico de

un hombre japonés de 57 afos. Se ha demostrado que esta linea celular es un buen



modelo de estudio del HCC, en cuanto estudios de farmacos, estudios asociados al
metabolismo y toxicidad de xenobioticos (Mersch-Sundermann et al., 2004), a su vez

presenta una mutacion puntual en p53 (Bressac et al., 1990).

Antecedentes

En células troncales tratadas con GDF11 se ha demostrado que, este factor es un
regulador maestro de la transcripcion que puede suprimir la proliferacién y migracion
celular por la regulacién de la expresion de genes involucrados en ambos procesos
(Williams et al., 2013).

Estudios en cancer colorrectal muestran que la expresién del RNAm de GDF11 fue
significativamente mayor en tejidos cancerosos que en los tejidos normales, también
muestran que tumores con una alta expresién de GDF11 presentaron una mayor
frecuencia a metastasis en comparacion con los tumores que presentaban baja
expresion de GDF11 (Yokoe et al., 2007).

Un estudio reciente en células triple negativo de cancer de mama, el cual es un
carcinoma agresivo y heterogéneo en el cual varios genes supresores de tumores se
pierden por mutacion, delecion o silenciamiento en cultivos 3D cuando son tratadas
con GDF11 se promueve un fenotipo epitelial y antiinvasivo, induciendo la expresion
de E-cadherina. Los resultados muestran que el cancer triple negativo de mama
retiene el locus y la expresiéon de GDF11, sin embargo, la actividad de la proteina se
pierde debido a deficiencia en su convertasa (PCSKS5), provocando que el precursor

inactivo de GDF11 se acumule intracelularmente. La reconstitucion de PCSK5
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moviliza el reservorio de GDF11 in vitro y suprime la metastasis a pulmoén del cancer
de mama triple negativo (Bajikar et al., 2017).

Se ha reportado la expresion de GDF11 en biopsias de pacientes con HCC, indicando
que los niveles de expresion de GDF11 son significativamente menores en tejido
tumoral de higado en comparacion con el tejido normal. Por otra parte, los niveles de
expresion y contenido de proteina de GDF11 en las lineas celulares provenientes de
cancer de higado en comparacion con las lineas celulares provenientes de higado
normal son significativamente menores (Y. H. Zhang et al., 2018).

Estudios previos en nuestro grupo de trabajo indican que el GDF11 induce un efecto
antitumorigénico en lineas celulares de carcinoma hepatocelular. El tratamiento con
GDF11 en células Huh-7 induce la activacion de Smad3. Los efectos observados por
este factor de crecimiento fue la disminucién en la formacion de colonias y el numero
de esferoides. Se analizaron marcadores asociados al proceso de EMT, mostrando
que el GDF11 disminuye los marcadores mesenquimales como snail e incrementa los
epiteliales como E-cadherina. En un modelo de invasion en embriones de pollo, el
GDF11 disminuyo la intravasacion de las células Huh-7 tratadas con este factor, a

diferencia de las no tratadas que se intravasaron e invadieron al embrién.

Justificacion

EI HCC es uno de los canceres mas letales y prevalentes en la poblacién. Es el quinto
cancer mas comun en hombres y el séptimo en mujeres a nivel mundial, con mas de

medio millon de nuevos casos diagnosticados anualmente en todo el mundo. Es un
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cancer altamente agresivo, cuya deteccion se realiza en estadios tardios,
generalmente por exploracion indirecta, ademas de que no existen terapias adecuadas
contra esta patologia. Evaluar el mecanismo por el cual el GDF11 ejerce un efecto
sobre la proliferacion en células tumorales, asi como determinar los procesos
metabdlicos asociados a la disminucion de la tasa proliferativa, permitira entender el
fenotipo metabdlico asociado a la disminucién del caracter tumoral de las células

derivadas de tumores hepaticos.

Pregunta de Investigacion

¢Cual es el efecto del GDF11 sobre el metabolismo en células provenientes de

tumores hepaticos?

Hipotesis
El GDF11 inducira cambios en los parametros de malignidad celular a través de la

modulacién en el metabolismo energético, principalmente en glucolisis, respiracion

celular y sintesis de lipidos, en células derivadas de HCC.

Objetivo General

Establecer los efectos de GDF11 sobre el metabolismo en células derivadas de

tumores hepaticos humanos.
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Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de GDF11 en la viabilidad, proliferacién y migracién celular en
células Hep3B y Huh-7.
2. Determinar los efectos inducidos por el GDF11 en el metabolismo lipidico en la linea
celular Hep3B y Huh-7.
3. Determinar el efecto del GDF11 en el metabolismo energético y su relacion con la

morfologia mitocondrial en células de HCC.

Materiales y métodos

Cultivo celular

La linea celular Hep3B y Huh-7 se obtuvieron de American Type Culture Collection
(ATCC). Las células se sembraron a una densidad de 48 000 células / cm? en cajas
de Petri de 60 mm de diametro (Corning, EE. UU.) en medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) para la linea Hep3B, y medio Williams E (Sigma-aldrich) para
las Huh-7, suplementado con suero bovino fetal al 10% (v/v) (SBF, Hyclone
Laboratories Inc., Logan Utah, EE. UU.). Las células se mantuvieron en una
incubadora a 37 °C y una atmosfera al 5% de CO2 y 95% de aire a humedad de
saturacion. Se verifico la adherencia de las células y la formacién de una monocapa
después de 4 h. Una vez adheridas, las células se lavaron con solucion salina

amortiguada con fosfatos (PBS) y el medio se reemplazé por un medio de crecimiento
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sin suero. Pasadas 4 h, las células se trataron o no con 50 ng/ml de rhGDF11
(PeproTech Inc.) cada 24 h durante 3 dias. El rhGDF11 usado para tratar las células
se adquirié de PeproTech Inc. siguiendo las instrucciones del fabricante. E| GDF11 se
utilizé segun los métodos descritos en estudios previos (Loffredo et al., 2013; Y. H.
Zhang et al., 2016). Las células del grupo control se trataron con el mismo volumen de

agua ultrapura esteéril utilizado con el GDF11.

Analisis del contenido de proteina por Western blot

El analisis del contenido de proteina por Western blot se realizé como se describio en
estudios previos por nuestro grupo (Enriquez-Cortina et al., 2017). Las células se
lisaron con M-PER (reactivo de extraccion de proteinas de mamiferos) (Thermo
Scientific) sumplementado con inhibidor de proteasas e inhibidor de fosfatasas
COMPLETE y phosSTOP respectivamente (Roche Diagnostics, Barcelona, Espaia) y
se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Los sobrenadantes se recolectaron
y las concentraciones de proteina se determinaron por un ensayo de acido
bicinconinico (PierceTM BCA, Thermo Scientific). La proteina (80 ug/ml) se sometid a
SDS-PAGE al 10% y se transfiri6 a membranas de PVDF de 0,2um de baja
fluorescencia (GE Healthcare Life Sciences). Después de bloquear con leche
descremada al 5% a 4 °C durante 2 h, las membranas se trataron con los anticuerpos
primarios contra las proteinas indicadas en la tabla (dilucién 1:1000) y B-actina
(dilucion 1:10 000) a 4 °C durante la noche. Después de tres lavados con TBS-Tween,

la membrana se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa de
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rabano picante a temperatura ambiente durante 2 h de acuerdo con la especie en que
se produjeron los anticuerpos primarios. Las membranas se revelaron usando luminol.
Las bandas de proteinas se escanearon y las intensidades de la banda se cuantificaron

usando un densitdmetro Imaging System (Gel Logic 1500, Kodak).

Proliferacion celular

Se realizé mediante el ensayo de CCK-8 (Dojingo, Kumamoto, Japon) para medir el
efecto del tratamiento con GDF11 sobre la proliferacion. El ensayo se basa en la
conversion de una sal de tetrazolio soluble en agua, 2- (2-metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-
nitrofenil) -5- (2,4-disulfofenil) -2H-tetrazolio, sal monosddica (WST-8), a un colorante
formazan soluble en agua tras la reduccién por deshidrogenasas en presencia de un
transportador de electrones. Las células se sembraron en placas de 96 pozos (48 000
células/cm?) y se trataron o no con GDF11 en ausencia de egentes mitogénicos (sin
SBF: SBF-). Después de 24,48y 72 h, las células se lavaron con medio de crecimiento
sin suero, y se afiadio la soluciéon CCK-8 (10 ul) a cada pozo, seguido de incubacién
durante 1 hora a 37 °C. La absorbancia del colorante de formazan se ley6 a 450 nm

mediante un lector multiplaca, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Determinacion de lipidos neutros
Las células incubadas o no con GDF11, se lavaron cuidadosamente con solucién de
PBS a pH 7,4 después del tratamiento. La tincion con aceite rojo O se realizé segun lo

descrito (Hernandez et al., 2015). Brevemente, las células se fijaron con
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paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 min y se tifieron con solucién aceite rojo
oleoso recién preparada al 0.2% durante 1 h. Después de enjuagar con PBS, las
células se contratifieron con hematoxilina durante 1 min y fueron observadas al

microscopio.

Determinacion de la funcionalidad mitocondrial

La funcionalidad mitocondrial se evalué usando el ensayo de MTT, que mide la
actividad de la deshidrogenasa de succinato mitocondrial en células vivas. El ensayo
depende de la capacidad de las células viables para biotransformar una sal de
tetrazolio soluble en agua en un producto de formazan insoluble en agua. Las células
se despegaron usando tripsina y se sembraron en una placa de 24 pozos a una
densidad de 48 000 células/cm?. Después de la adherencia de las células, el medio
completo se reemplazé por medio basal y se dejoé durante 4 h. Tras una incubacién de
24,48y 72 h a 37 °C con los respectivos reactivos, se afiadié a cada pozo un total de
500 pl de medio DMEM que contenia 0.5 mg/ml de MTT, y se dejé incubar durante 30
min. Posteriormente, el medio se elimind mediante aspiracion, y se dejo secar la placa
durante 10 min. El colorante fue removido usando 1 ml de isopropanol durante 10 min
en agitacion. Se determind la absorbancia de cada pozo a 490 nm usando un lector de

multiplacas.
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Determinacion de colesterol

El analisis se realiz6 como se ha descrito previamente en nuestro grupo de trabajo
(Nuno-Lambarri et al., 2016). 2x10° células en 200 uL de PBS se saponificaron con
KOH alcohdlico en un bloque de calentamiento a 60 °C durante 15 min. Después de
que la mezcla se habia enfriado, se afnadieron 2 ml de hexano y 600 ml de agua
destilada y se agitaron para asegurar la mezcla completa. Las alicuotas apropiadas de
la capa de hexano se evaporaron usando el concentrador SpeedVac y se usaron para
la determinacion del colesterol con el reactivo de O-ftalaldehido (Sigma-Aldrich)
disuelto en acido acético; después se anadio acido sulfurico y luego se ley6 a 550 nm
en el espectrofotdmetro. La concentracién de colesterol se determind mediante una

curva control.

Analisis de flujo extracelular

La respiracion mitocondrial in vivo en tiempo real (OCR) y la tasa glucolitica (ECAR)
se controlaron con el Seahorse XF24 Flux Analyzer (Seahorse Bioscience) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se determiné la densidad celular para cada una
de las lineas celulares. Se sembraron 50 000 células/pozo y 40 000 células/pozo
(Hep3B y Huh7, respectivamente) en placas de XFe24. La linea celular Hep3B se dej6
durante 4 h en medio DMEM completo (10% de FBS, 1% antibiotico) para permitir la
adherencia a la placa. Se realiz6 el mismo procedimiento para las células Huh-7 pero
en presencia de medio Williams’ completo (10% de FBS, 1% antibidtico). Para la

evaluacion del ECAR en tiempo real, las células se incubaron con medio de ensayo no
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amortiguado (XF Media Base que contiene L-glutamina 2 mM) seguido de una
inyeccion secuencial de glucosa 10 mM, oligomicina 2 pM y 2-desoxiglucosa 50 mM.
Para la evaluacion del OCR las células se incubaron con medio de ensayo no
amortiguado (XF Media Base que contiene glucosa 10mM, L-glutamina 2mM y piruvato
1mM) seguido de una inyeccion secuencial de oligomicina 1uM, carbonil cianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) 0.25 uM y la mezcla de rotenona/antimicina A 0.5
uM. Los datos se normalizaron por pug de proteina total usando el ensayo del acido

bicinconinico.

Red mitocondrial y analisis morfométrico

Las células se sembraron a una densidad de 48 000 células/cm? en placas de 12 pozos
en cubreobjetos de 12 mm y por inmunofluorescencia se emplearon los marcadores
de mitocondria Tom20 y Tim23, dilucion 1/250, los nucleos se tifieron con DAPI. Las
células fueron analizadas por microscopia confocal (Tom20/DAPI) y microscopia de
epifluorescencia (Tim23/DAPI) aumento original 630X. El analisis cuantitativo de la
morfologia mitocondrial se realizé mediante un analisis computacional para calcular
los valores del area, perimetro, redondez y relacion de aspecto (AR). Las imagenes de
las mitocondrias se analizaron usando el software Imaged. El valor de 1 para AR indica
un circulo perfecto, conforme la mitocondria se va alargando y se convierte en una

forma mas eliptica el valor de AR incrementa.
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Analisis transcriptomico

El ARN se extrajo de células Huh7 tratadas o no, por 72 h con GDF11, usando el
reactivo Trizol (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se verifico la
integridad del ARN total de las muestras en un gel de agarosa. Mismas cantidades de
las muestras individuales se analizaron con el lllumina Genome Analyser lIx. El analisis
de Enriquecimiento (GSEA) identificé los grupos de genes que se encuentran
funcionalmente asociados, basados en diferentes ontologias y/o vias. El grupo de
genes con un FDR <0.5 (Tasa de Descubrimientos Falsos) se consideraron como
funcionalmente asociados. Para el analisis de enriquecimiento, se tomaron los 139
genes que se encontraron diferencialmente expresados. Todos los genes humanos
fueron usados como background para calcular la significancia estadistica. Se empleo

un fold change de 1.5 con una p=0.001.

Viabilidad celular

Las células se sembraron a una densidad de 48 000 células/cm? en placas de 12
pozos. Una vez transcurridas 72h las células se despegaron con 250ul de tripsina, la
cual se inactivo con 500ul de PBS. Una vez que las células estuvieron en suspension
se prosiguio con la tincion con azul tripano 0.4% relacion 1:1 (células en suspension:
colorante). Las células fueron contadas en una camara de Neubauer. La viabilidad

celular se report6 en porcentaje de células vivas respecto a células totales.
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Anélisis estadistico

Los datos se presentan como la media + EEM (Error Estandar de la Media). Los
experimentos se realizaron al menos tres veces de forma independiente por triplicado.
La comparacion entre grupos se llevo a cabo mediante el analisis t de student. Las
diferencias se consideraron significativas tomando una p < 0.05. El software Prism

version 6 se uso para llevar a cabo el analisis.

Resultados

El GDF11 disminuye la proliferacion y migracion en células de HCC.

Para investigar los efectos del GDF11 sobre la proliferacion celular en células de HCC,
se incubaron células Hep3B con 50ng/ml de rhGDF11 cada 24h y se corroboraron los
efectos en la linea celular Huh-7. Los resultados del ensayo de proliferacion mostraron
que el GDF11 induce una inhibicidn significativa de la proliferacion significativamente
en una forma dependiente al tiempo en la linea celular Hep3B (Figura 1A) y se
corrobor¢ el efecto en células Huh-7 (Figura 1B). Dado que el proceso de proliferacion
se vio afectado, se realizé la prueba de viabilidad de exclusion de colorante azul
tripano, la cual demostr6 que no existen cambios en la viabilidad celular entre el grupo
no tratado (NT) y el tratado con GDF11 durante 72h en la linea celular Hep3B (Figura
1C). Los datos se corroboraron en la linea celular Huh-7 (Figura 1D). Consistente con
los resultados en la Figura 1A se muestran imagenes representativas del cultivo en
monocapa transcurridas 72h de tratamiento con GDF11 de las células Hep3B NT

(Figura 1E). Los resultados fueron corroborados con la linea celular Huh-7 (Figura 1F).
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Figura 1. El GDF11 disminuye significativamente la proliferacién celular sin afectar la
viabilidad celular. Las células tratadas con 50 ng/ml GDF11 disminuyen su proliferacion a las
72h en comparacion con el grupo no tratado tanto en la linea celular Hep3B como en la Huh-
7. (A) Proliferacion celular en células Hep3B. (B) Proliferacion celular en células Huh-7. (C)
Viabilidad celular en células Hep3B. (D) Viabilidad celular en células Huh-7. (E) Cultivo en
monocapa de células Hep3B aumento original 100X. (F) Cultivo en monocapa de células Huh-
7 aumento original 100X. La proliferacién celular se determiné empleando el kit de CCK-8, la
viabilidad celular por azul tripano. En ausencia de suero (SBF-). Las barras representan el

promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EEM. ****p <0.0001 vs NT.
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Para investigar si el GDF11 tiene un efecto sobre la migracién celular, se realizé un
ensayo in vitro de herida-cicatrizacion en células Hep3B. El ensayo mostré que el
cierre de la herida fue mucho menor en el grupo tratado con GDF11 en comparacion
con el NT (Figura 2A). Se corroboro el efecto del GDF11 sobre la migracion celular en
células Huh-7 (Figura 2B). Estos resultados indican que el tratamiento con GDF11
disminuye significativamente la proliferacion celular y la migracion en células HCC sin
afectar la viabilidad celular, lo que sugiere que el GDF11 tiene un efecto

antiproliferativo.

Figura 2. El GDF11 disminuye la migracion en células de HCC. (A) Migracién en células
Hep3B aumento original 50X. (B) Migracién en células Huh-7 aumento original 50X. La

migracion se determind mediante el ensayo de herida-cicatrizacion.
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Efecto del GDF11 en la funcionalidad mitocondrial y el contenido de lipidos neutros.

Para evaluar si el GDF11 puede inducir cambios en la funcionalidad mitocondrial se
empled el ensayo de MTT. Los resultados muestran que el GDF11 disminuye
significativamente la funcionalidad mitocondrial en células Hep3B en comparacion con

el grupo NT (Figura 3A). El efecto se corrobor6 en la linea celular Huh-7 (Figura 3B).
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Figura 3. GDF11 disminuye la funcionalidad mitocondrial. La funcionalidad mitocondrial se
determin6 mediante el ensayo con MTT. (A) Células Hep3B tratadas o no con GDF11 durante
72h. (B) Células Huh-7 tratadas o no con GDF11 durante 72h. Las barras representan el
promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EEM. ***p < 0.0005, ****p <
0.0001 vs. NT.

Debido a que el metabolismo de lipidos se encuentra alterado en las células con una
alta proliferacion se examind el contenido de lipidos neutros en células Hep3B en
presencia de GDF11 (Figura 4A), la adicion de GDF11 cada 24 h durante 3 dias
disminuyo el contenido de lipidos neutros. Se corroboro el efecto en células Huh-7
(Figura 4B). Estos datos sugieren que el GDF11, al estar disminuyendo la actividad de
las deshidrogenasas mitocondriales, esta también afectando el metabolismo celular y

la acumulacién de lipidos neutros.
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Figura 4. El tratamiento con GDF11 durante 72 h disminuye el contenido de lipidos en
células Hep3B y Huh-7. La acumulacién de lipidos neutros se monitoreé por medio de la
tincion con aceite rojo O. (A) Tincion en células Hep3B . (B) Tincion en células Huh-7. Aumento

original 400X. Imagenes representativas de al menos 3 experimentos independientes.

Inactivacion de proteinas lipogénicas por GDF11

Para corroborar la disminucién en el depdsito de lipidos neutros, se evaluo el contenido
de proteinas asociadas a la sintesis de lipidos. Evidencia reportada recientemente
indica que mTOR se encuentra implicado en la regulacién de la lipogénesis. Por ello
se evalud la activacion y niveles totales de las proteinas mTOR, AMPKa, el regulador
negativo del fenotipo lipogénico, y la forma inactiva del factor de transcripcion p-
SREBP1c. Las proteinas mTOR y SREBP1 disminuyen de una forma dependiente al

tiempo en presencia de GDF11, para la AMPKa no se observaron cambios con
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respecto al NT. La disminucién progresiva de FASN, enzima limitante en la biosintesis
de acidos grasos disminuye a las 72 h con GDF11 en células Hep3B (Figura 5A). La
HMGCR primer enzima limitante en la via del mevalonato, disminuye
significativamente con el tratamiento de GDF11 respecto al control, lo mismo se
observa para la MVD y la MVK (Figura 5A). Se evaluaron los niveles de las proteinas
lipogénicas en la linea celular Huh-7 y se corrobor6 el efecto del GDF11 en la
lipogénesis observado en células Hep3B (Figura 5B). Dado que el GDF11 disminuye
el contenido de enzimas asociadas a la sintesis de colesterol se evalud el contenido
de colesterol total en células Hep3B, observandose que el tratamiento con GDF11
disminuye significativamente los niveles de colesterol total a las 72h de tratamiento
con el factor en células en Hep3B (Figura 5C). Resultados equivalentes se observaron

en la linea celular Huh-7 (Figura 5D).
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Figura 5. GDF11 induce cambios en la lipogénesis y en la sintesis de colesterol. (A)
Células Hep3B. (B) Células Huh-7. El tratamiento con GDF11 a las 72h disminuye
significativamente el contenido de enzimas lipogénicas como FASN, p-mTOR, mTOR y el
factor de transcripcion p-SREBP1c. El mismo efecto se observa para las enzimas limitantes
de la via del mevalonato como HMGCR, MVD, MVK. (C) Contenido de colesterol en células
Hep3B. (D) Contenido de colesterol en células Huh-7. Las barras representan el promedio de

tres experimentos independientes + EEM. **p< 0.006 vs. NT.

GDF11 disminuye la glucdlisis y el consumo de oxigeno con alteraciones en la
morfologia de la red mitocondrial en HCC.
Para determinar el efecto del GDF11 en el metabolismo celular se us6 el analizador

de flujo extracelular Seahorse XFe24 para evaluar el proceso de glucolisis. El GDF11
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tuvo un impacto significativo en la disminucion de la tasa de acidificacion extracelular

(ECAR) (Figura 6A), glucdlisis (Figura 6C) y capacidad glucolitica (Figura 6E) asi como

la disminucién en los niveles de proteina del transportador de glucosa Glut2 (Figura

6G). Se corroboro el mismo efecto en células Huh-7 para ECAR (Figura 6B), glucdlisis

(Figura 6D) y capacidad glucolitica (Figura 6F). La adicion de oligomicina (Figura 6A)

impide la fosforilacion oxidativa llevando a la célula a que use la glucdlisis a su maxima

capacidad. Las células tratadas con GDF11 parecen no responder a la oligomicina por

lo que no hay un incremento en ECAR.
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Figura 6. GDF11 induce cambios en Glucdlisis. (A) Analisis en tiempo real de ECAR en
células Hep3B tratadas con o sin GDF11. (B) Analisis en tiempo real de ECAR en células Huh-
7 tratadas con o sin GDF11. (C) Determinacién de glucdlisis en células Hep3B tratadas GDF11.
(D) Determinacion de glucdlisis en células Huh-7 tratadas GDF11. (E) Determinacién de la
capacidad glucolitica en células Hep3B tratadas GDF11. (F) Determinacion de la capacidad
glucolitica en células Huh-7 tratadas GDF11. (G) Contenido de Glut2 en células Hep3B
tratadas con GDF11. Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes
+ EEM **p< 0.0044, ****p< 0.0001 vs. NT.

Lo siguiente fue determinar el papel de GDF11 en la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial (OCR) (Figura 7A y B). La respiracion basal mitocondrial se estimo
midiendo el OCR después de la resta del consumo de oxigeno residual en presencia
de antimicina Ay rotenona. Como se muestra, el GDF11 disminuye la respiracion basal
en células Hep3B (Figura 7A y C). Ademas, la respiracion maxima, determinada por la
adicién del protonéforo FCCP para desacoplar la generacion de ATP mitocondrial,
disminuye con GDF11 en células Hep3B (Figura 7E) y Huh-7 (Figura 7H). Este efecto
fue acompanado por la disminucidn en la produccion de ATP a través de la fosforilacidon
oxidativa en las células Hep3B y Huh-7 (Figura 7D y G, respectivamente). Estos
resultados indican que GDF11 puede alterar la funcion mitocondrial al disminuir la
actividad respiratoria de la mitocondria. De este modo, GDF11 restringe la generacion

de ATP en células Hep3B y Huh-7 por la alteraciones en la fosforilacion oxidativa y la
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en células Huh-7 tratadas con o sin GDF11. Determinacion de respiracion basal (C),

produccion de ATP (D) y respiracion maxima (E) en células Hep3B tratadas o no con GDF11.

Determinacion de respiracion basal (F), produccién de ATP (G) y respiracién maxima (H) en

células Huh-7 tratadas o no con GDF11. Las barras representan el promedio de tres

experimentos independientes £+ EEM *p< 0.05, **p< 0.007 vs. NT.

Para determinar silos cambios en el metabolismo eran dependientes o independientes

de la morfologia de la red mitocondrial se marcaron las mitocondrias con Tom20/Dapi

en células Hep3B (Figura 8A), Tim23/Dapi para Huh-7 (Figura 8B) y se examinaron
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por microscopia confocal y de epifluorescencia respectivamente. La red mitocondrial
se vio alterada con el tratamiento de GDF11 lo cual se vio reflejado por la presencia
de mitocondrias mas pequefias y redondeadas 72 h después del tratamiento en Hep3B
(Figura 8C). Se corroboro el impacto del tratamiento con GDF11 en la red mitocondrial

en células Huh-7 (Figura 8B).

Dapi Tom20 Empalme

NT

GDF11

Empalme

NT

GDF11
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Figura 8. GDF11 induce cambios en la red mitocondrial en HCC. El tratamiento con GDF11
altera la red mitocondrial respecto al NT. Las mitocondrias fueron marcadas con (A) Tom20
en Hep3B y (B) Tim23 para Huh-7. (C) Analisis morfométrico de la red mitocondrial, de células
Hep3B, examinado por microscopia confocal, el area, perimetro, redondez (NT: 0.7705 +
0.009723 N=705, GDF11: 0.7929 + 0.007886 N=957, *p < 0.05) y relacién de aspecto (NT:
1.525 + 0.02828 N=705, GDF11: 1.446 + 0.02086 N=957, *p < 0.05) se determinaron con el
software ImagedJ. Imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Las barras

representan el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EEM. *p < 0.05,
**p < 0.002 vs. NT.
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Efecto del GDF11 en la expresion diferencial de genes en HCC

Con la finalidad de corroborar los efectos observados en ambas lineas celulares, se
realizo el analisis de secuenciacion masiva. Se seleccionaron los genes expresados
diferencialmente respecto al grupo NT, que presentaran cambios, 1.5 veces respecto
al control, al alza y a la baja con una p= 0.001. Este analisis arrojo 139 genes
expresados de manera diferencial, de los cuales 107 se encuentran sobre-expresados
y 32 genes reprimidos (Figura 9A). Para determinar a qué proceso se encontraban
asociados los genes, se desarrolld el analisis ontolégico asociado a procesos
bioldgicos, indicando que los procesos metabdlicos son uno de los principales que se
altera con el tratamiento con GDF11 (Figura 9B). El mapa de calor o “heatmap” es la
representacion natural de las matrices de expresion, ya que emula las fluorescencias
estimuladas para detectar el nivel de transcripcidn. Un heatmap es una representacion
2D de la matriz, donde las filas representan genes y las columnas condiciones. Cada
nivel de expresion se representa como un cuadrado de color en la posicion
correspondiente a su gen y su condicion. En la Figura 9C se observa la agrupacién de
los datos, las células que no se trataron con GDF11 se encuentran en el mismo grupo
y se presentan con el color verde. Las células tratadas con GDF11 se representan en
el dendograma con el color rojo, estos cambios tan separados en el patron de color
indican que, la expresion de genes entre las células NT y tratadas con GDF11 son
claramente diferentes. Se realizé un segundo analisis ontoldgico, respecto a los genes
asociados a la sintesis de colesterol, indicando que las células tratadas con GDF11
presentan cambios importantes en el metabolismo de este lipido (Figura 9D). Lo que

corrobora los datos obtenidos en la Figura 5.
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Figura 9. GDF11 induce la expresién diferencial de genes en células Huh7. El tratamiento
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genes que estan regulados hacia arriba y hacia abajo aparecen en forma simétrica respecto
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Analisis ontoldgico asociado a procesos bioldgicos. (C) Matriz de expresion génica en células
tratadas o no con GDF11. (D) Analisis ontolégico de expresion diferencial asociado al
metabolismo del colesterol. Las imagenes representan de 4 experimentos independientes.

Analisis de enriquecimiento, fold change= 1.5, p=0.001.
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Discusion

Es bien sabido que las células cancerosas presentan una proliferacion celular
descontrolada y para ello requieren generar eficientemente energia y componentes de
su biomasa, con la finalidad de expandirse y diseminarse (Boroughs & DeBerardinis,
2015). Existen pocos reportes de GDF11 y cancer (Bajikar et al., 2017; Yokoe et al.,
2007), sin embargo, Williams et al., en el 2013 reporté que el GDF11 tiene un efecto
supresor en cuanto a proliferacion y migracion en células que mantienen
caracteristicas poco diferenciadas.

En el presente trabajo se investigd el papel de GDF11 en células provenientes de un
HCC, los resultados indican que el tratamiento con GDF11 disminuye la proliferacion
y migracion celular a las 72h de tratamiento con el factor cada 24 h, sin afectar la
viabilidad celular en células Hep3B (Figura 1y 2), corroborandose el mismo efecto en
la linea celular Huh-7, es decir, ejerce un efecto antiproliferativo.

Se ha reportado la expresion de GDF11 en biopsias de pacientes con HCC, indicando
que los niveles de expresion de GDF11 son significativamente menores en tejido
tumoral de higado en comparacién con el tejido normal (Y. H. Zhang et al., 2018). Los
niveles de expresion y contenido de proteina de GDF11 son significativamente
menores en las lineas celulares provenientes de cancer de higado en comparacion
con las lineas celulares provenientes de higado normal (Y. H. Zhang et al., 2018).

Se ha reportado que en HCC con un fenotipo agresivo, los niveles de proteinas

lipogénicas son altos (Menendez & Lupu, 2007; Swinnen et al., 2006). Calvisi et. al
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(2011) reportan un incremento en la lipogénesis de novo en muestras de pacientes
que promueve el desarrollo del HCC y se correlaciona con la agresividad del tumor.
Por esta razon se determiné el contenido de lipidos neutros en la linea celular Hep3B.
Los datos sugieren que el GDF11 disminuye el contenido de lipidos neutros, asi como
el contenido en proteinas asociadas a la lipogénesis p-mTOR (Ser2448), mTOR, p-
SREBP1c (Ser372), FASN, HMGCR, MVD y MVK a las 72h de tratamiento. También
se evaluo el contenido de colesterol total, el cual disminuye significativamente en las
células tratadas con GDF11 en comparacion con el grupo control. La regulacion a la
baja en estas proteinas sugiere, que, la disminucion en la lipogénesis tiene un impacto
en la sintesis de lipidos y precursores lipidicos asociados con una proliferacion elevada
(Kuhajda, 2000).

Es bien conocido y multiples reportes soportan que las células tumorales presentan un
metabolismo energético mitocondrial ineficiente, utilizan una glucdlisis aerobia,
también conocida como efecto Warburg (Warburg, 1956).

La glucdlisis y la fosforilacién oxidativa son las principales vias para la produccién de
energia en las células. La glucosa en la célula es convertida a piruvato, el cual puede
seguir dos rutas, una via aerobia y producir lactato en el citoplasma o bien puede sufrir
una descarboxilacion oxidativa y producir acetil-CoA y CO.. La acetil-CoA después se
incorporara al ciclo de los acidos tricarboxilicos o bien a otras vias metabdlicas. La
conversion de glucosa a lactato resulta en la acidificacion del medio extracelular debido
a la produccion de protones (Lunt & Vander Heiden, 2011).

Un analisis en tiempo real empleando la tecnologia del Seahorse brind6 informacion

sobre los parametros de flujo glucolitico, la adicion de glucosa permite que la célula la
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pueda catabolizar a través del proceso de glucdlisis causando un incremento rapido
en ECAR (Figura 6A, grupo NT). Las células Hep3B tratadas con GDF11 presentan
una respuesta inducida por la glucosa significativamente menor respecto al NT. Se
corroboré el efecto del GDF11 en células Huh-7 (Figura 6B) mostrando resultados
semejantes. La adicion de oligomicina inhibe la produccion de ATP mitocondrial
dirigiendo la produccién de energia hacia glucdlisis incrementando en ECAR (Figura 6
Ay B, grupo NT) llevando a la célula a usar la glucolisis a su maxima capacidad. Las
células tratadas con GDF11 presentaron un minimo incremento en ECAR después de
la adicion de oligomicina (Figura 6 Ay B, grupo GDF11). Estos datos muestran que las
células tratadas con GDF11 llevan el proceso de glucodlisis a su maxima capacidad
después de la adicion de glucosa y que tienen una capacidad limitada para responder
al incremento en la demanda energética, lo cual implica que la disminucion en la
glucdlisis se asocia con un fenotipo menos tumoral. Finalmente, la adicion de 2-Deoxy-
D-Glucosa (2-DG), un analogo de la glucosa, inhibe la glucélisis por union competitiva
a la glucosa hexocinasa, la primer enzima en la via de la glucdlisis, lo cual resulta en
la disminucion en ECAR, confirmando que el ECAR producido en el experimento es
debido a la glucalisis.

Adicional a la dependencia de la glucdlisis, las células de cancer mantienen tasas
elevadas de la fosforilacion oxidativa permitiendo que las células sobrevivan y sigan
generando ATP (Hsu & Sabatini, 2008). La mitocondria ademas de tener un papel
importante en la produccidn de energia, se encarga de coordinar los procesos
anabolicos y catabdlicos de la célula, permitiendo un balance en las demandas

energéticas en respuesta a estimulos internos y externos. Cambios en la actividad
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mitocondrial es una caracteristica en varias enfermedades, incluyendo al cancer (Mello
et al., 2016). Por tal motivo se analizaron los parametros asociados a la funcion
mitocondrial en las células Hep3B y Huh-7, a través de la medicion directa del OCR.
Se emplearon moduladores de la respiracion que tienen como blanco la cadena de
transporte de electrones (ETC). La oligomicina es un inhibidor de la ATP sintasa
(complejo V), por lo que induce la disminucion del OCR y representa la porcion de la
respiracion basal que fue usada para la produccién de ATP. Este dato sugiere que las
necesidades energéticas de las células que fueron tratadas con GDF11 son
significativamente menores respecto al control, se observé el mismo comportamiento
en células Hep3B (Figura 7D) y Huh-7 (Figura 7G). El FCCP es un desacoplante que
colapsa el gradiente de protones y altera el potencial de membrana de la mitocondria.
Como resultado, el flujo de electrones a través de la ETC no se inhibe y el oxigeno es
consumido al maximo por el complejo IV. EI FCCP mimetiza la demanda energética
fisioloégica al estimular que la cadena respiratoria trabaje a su maxima capacidad,
causando la rapida oxidacién de sustratos (azucares, lipidos). Como muestran los
resultados, la respiracion maxima que pueden llevar a cabo las células que fueron
tratadas con GDF11 es significativamente menor, en comparacion con las células NT.
Se observaron resultados similares para la linea celular Hep3B (Figura 7E) y Huh-7
(Figura 7H). Estos datos indican que el GDF11 afecta la funcién mitocondrial
induciendo que las células tratadas con este factor tengan necesidades energéticas
menores, lo cual se asocia a la disminucion en la produccidon de ATP y en su capacidad

de estimular la cadena respiratoria.
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La mitocondria es el conector central del metabolismo y su remodelacion esta
mecanicamente regulada por cambios en la demanda de energia y otros tipos de
estrés celular (Detmer & Chan, 2007). La participacion de la mitocondria resalta por
los cambios dramaticos de su morfologia en respuesta a sus necesidades metabdlicas
(Youle & van der Bliek, 2012). Mientras cambios ultraestructurales han sido
observados en respuesta de alteraciones en el metabolismo oxidativo, los cambios en
la forma de las mitocondrias pueden tener también efectos dramaticos en el
metabolismo celular (Hackenbrock, 1966). Para determinar si el GDF11 se encontraba
modulando la morfologia mitocondrial, se realizo la tincion con Tom20 (Hep3B) y
Tim23 (Huh-7), se analizaron las muestras por microscopia confocal y se determino el
area, perimetro, redondez y la relacion de aspecto de las mitocondrias como se ha
reportado previamente (Baulies et al., 2018; Valente et al., 2017; Westrate et al., 2014).
El area, perimetro y relacion del aspecto permite tener informacion acerca de la
longitud mitocondrial. Las células tratadas con GDF11, presentan una longitud
mitocondrial significativamente menor respecto al grupo control, encontrando que la
redondez esta significativamente incrementada en las ceélulas tratadas con GDF11
respeto al NT. Analisis de los datos sugieren que el tratamiento con GDF11 a las 72h
provoca una disminucion en el tamafo de las mitocondrias ademas de presentar un
aspecto mas redondeado.

Recientemente, los estudios del genoma del cancer sugieren que, distintos tipos de
alteraciones en diferentes genes tienden a acumularse en vias centrales para el control
del crecimiento celular y la determinacion del destino celular (Cerami et al., 2010). La

tecnologia RNA-seq tiene algunas ventajas sobre los microarreglos de cDNA, tales
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como el alto nivel de reproducibilidad de datos a través de carriles y celdas de flujo, lo
que reduce el numero de réplicas técnicas para los experimentos. Ademas, RNA-seq
permite identificar y cuantificar la expresién de isoformas y transcripciones
desconocidas (Agarwal et al., 2010). La tecnologia RNA-Seq es muy util para el
analisis de expresion diferencial que involucra algunas condiciones especificas (Z. H.
Zhang et al., 2014). Primero, las muestras de ARN se fragmentan en pequefias
secuencias de ADN complementarias (cDNA) y luego se secuencian desde una
plataforma de alto rendimiento. En segundo lugar, las pequefias secuencias generadas
se asignan a un genoma o transcriptoma. En tercer lugar, se estiman los niveles de
expresion para cada gen o isoforma. En cuarto lugar, los datos mapeados estan
normalizados y, utilizando métodos estadisticos y de aprendizaje automatico, se
identifican los genes expresados diferencialmente (DEG). Finalmente, la relevancia de
los datos producidos se evalua desde un contexto biologico (Li et al., 2015). El contexto
en el que se manejo la secuenciacion masiva fue, en via de determinar el panorama
global del efecto que induce el GDF11 en células Huh7 (Figura 9). Entre los principales
procesos que se encontraron alterados se asociaron a cambios en el metabolismo
(Figura 9 B). Lo que soporta los resultados obtenidos en glucdlisis (Figura 6) y
respiracion celular (Figura 7) en ambas lineas celulares. De acuerdo a la importancia
que se le ha otorgado, recientemente, al proceso de lipogénesis aberrante se
analizaron genes como FASN y HMGCS1 indicando que se encontraban
significativamente disminuidos en las células tratadas con GDF11, lo que se asocia
con la disminucién en el contenido proteico de estas enzimas y el contenido de

colesterol (Figura 5).
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La disminucion en la proliferacidn y migracion celular en células derivadas de HCC, se
encuentra estrechamente asociado a la disminucién en glucdlisis y capacidad
glucolitica de las células tratadas con GDF11. A su vez, cambios en el consumo de
oxigeno y produccion de ATP indican que las células que fueron tratadas con este
factor presentan perfiles metabdlicos distintos, lo que se asocia en la disminucion
energética y limitacion para generar componentes de biomasa. Estos cambios
metabdlicos fueron acompanados de la disminucion en proteinas asociadas en la
sintesis de acidos grasos y colesterol. Por lo que los datos sugieren que el GDF11 se
encuentra limitando las vias de obtencién de energia en las células cancerosas

disminuyendo sus caracteristicas tumorales.

Conclusion

La respuesta en la proliferacion y migracion observada por GDF11 en células de HCC
indica estar asociada con cambios metabdlicos principalmente en glucdlisis,
funcionalidad mitocondrial, lipogénesis y sintesis de colesterol. Estos resultados
sugieren que, los cambios inducidos por el GDF11 en el perfil metabdlico de las células
de HCC se asocian con el efecto antitumoral reflejado en la pérdida de la capacidad

proliferativa en células de carcinoma hepatocelular.
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