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RESUMEN

Introduccion: El cancer mas diagnosticado en mujeres en el mundo y en nuestro pais es el
cancer de mama, siendo la primera causa de muerte en mujeres chilenas. Entre los distintos
subtipos existentes de cancer de mama, se encuentra el subtipo triple negativo (TNBC, por sus
sigles en inglés: “Triple-negative breast cancer’) que es considerado el mas agresivo dada su
capacidad inasiva y de propagacion hacia otras partes del cuerpo. TNBC, es un cancer
heterogéneo que en la actualidad es tradado primordialmente con quimioterapia en sus
distintos estadios. Sin embargo, si bien la quimioterapia es la opcidén principal, algunos
tumores de TNBC generan resistencia a ella. Lo anterior, impulsa a determinar nuevos
objetivos terapeuticos para diseflar nuevas estrategias de tratamientos, ya sean dirigidas a
blancos especificos o que puedan complementar las terapias existentes. Al respecto, se ha
reportado que tumores de pacientes TNBC con mal prondstico presentan un alto nivel de
“Adenosine Deaminases Acting on RNA1” (ADARI1). Adicionalmente, células MDA-MB-231
donde se ha silenciado ADARI pierden su capacidad de generar tumores in vivo; y en cancer
de mama lobular positivo al receptor a-estrogeno el gen de ADARI es uno de los genes
mayormente expresados. Estudios preliminares en nuestro laboratorio usando la linea celular
MDA-MB-231 evidencian un mayor nivel proteico de la isoforma corta p110 de ADARI, en
relacion a su isoforma larga p150. Por otro lado, la disfuncion de las moléculas involucradas
en la via de sefalizacion Wnt candnica también desempeflan un papel importante en la
progresion del cancer de mama, siendo B-catenina un componente clave de estudio en cancer.
Por lo anteriormente expuesto, la hipdtesis propuesta en este trabajo investigativo fue: “La

isoforma p110 de ADARI promueve la activacion de la via Wnt candnica en cancer de mama



triple negativo y como consecuencia un aumento de la progresion maligna tanto in vitro como
in vivo”. Teniendo como objetivo general: Estudiar el mecanismo por el cual la isoforma p110
de ADARI promueve la malignidad in vitro en células de cancer de mama triple negativo e in
vivo en ratones inmunodeficientes. Los objetivos especificos planteados para abordar este
estudio fueron los siguientes: 1. Estudiar in vitro la funcion de la isoforma pl110 de ADARI
como regulador positivo de pB-catenina en células de cancer de mama; 2. Evaluar el efecto in
vitro de ADARI1p110 en la proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis en células de
cancer de mama triple negativo; 3. Estudiar el efecto in vivo de ADARI1p110 en la formacion
de tumores y metastasis en ratones inmunodeficientes; y 4. Estudiar el efecto in vivo de
ADARIp110 (SE) sobre el proceso de neoangiogénesis en tumores subcutaneos.

Metodologia: Para responder la hipotesis propuesta se generaron lentiviralmente células
MDA-MB-231 donde se sobreexpreséd o silenci6 ADARI, junto con sus respectivas células
control (Mock y shControl). Se caracterizd la sobreexpresion (SE) y el silenciamiento de
ADARI, mediante Western blot y RT-qPCR, para evaluar su abundancia proteica y el nivel de
transcrito, respectivamente. A continuacion, la abundancia de diferentes proteinas relacionadas
con la via Wnt/B-catenina y la actividad de la B-catenina nuclear se analizaron mediante
Western blot y ensayo indicador de luciferasa TOP/FOP, respectivamente. La migracion e
invasion celular se analizaron mediante ensayos funcionales de migracion en camara de
Boyden y ensayos de invasion en matrigel, respectivamente. A continuacidon, en ratones
BALB/c NOD-SCID inmunodeficientes, estudiamos el comportamiento de tumores generados
a partir de células ADARIp110 (SE) y se analizd la inmunotincion de vascularizacion

tumoral.
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Resultados: La sobreexpresion de ADARI1p110 disminuyé GSK-3f, al tiempo que aumento
los niveles proteicos totales de AKT, B-catenina y la forma no fosforilada de B-catenina. La
sobreexpresion de ADARIpl110 también aumenté la actividad co-transcripcional de
B-catenina, junto con el consecuente incremento de sus blancos Ciclina-D1, c-Myc y
Survivina. Mientras, la reduccion de ADARI1 tuvo el efecto contrario. Adicionalmente, las
células MDA-MB-231 ADARI1 (SE) mostraron una aumentada capacidad de migracion e
invasion celular. Por su parte, en el estudio de comportamiento tumoral in vivo se observé que
tejidos de tumores subcutaneos derivados de células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) tefiidos
con Hematosilina/Eosina, evidenciaron aumentada invasion hacia el epitelio, mientras que
algunos ratones presentaron lesiones en la piel. Adicionalmente, analisis de inmunotincion
evidenciaron que estos tumores contenian niveles aumentados de Survivina y CD-31, esta
ultima siendo un reconocido marcador de células de endotelio vascular y por ende de
angiogénesis.

Conclusiones: En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que ADAR1p110 altera la expresion
de algunos componentes claves de la via Wnt canodnica, favoreciendo la invasion y la
neovascularizacion, posiblemente a través de la activacion de la via de sefalizacion Wnt
canénica, lo que podria sugerir un papel desconocido de ADARI1p110 en la agresividad del

cancer de mama triple negativo.
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ABSTRACT

Introduction: The most diagnosed cancer in women in the world and in our country is breast
cancer, being the leading cause of death in Chilean women. Among the different existing
subtypes of breast cancer, there is the triple negative subtype (TNBC), which is considered the
most aggressive given its inability to spread and spread to other parts of the body. body.
TNBC is a heterogeneous cancer that is currently treated primarily with chemotherapy in its
different stages. However, while chemotherapy is the main option, some TNBC tumors
develop resistance to it. The foregoing encourages the determination of new therapeutic
objectives to design new treatment strategies, either directed at specific targets or that can be
complemented with existing therapies. In this regard, it has been reported that tumors from
TNBC patients with a poor prognosis present a high level of "Adenosine Deaminases Acting
on RNA1" (ADARI1). Furthermore, MDA-MB-231 cells where ADARI has been silenced
lose their ability to generate tumors in vivo; and in a-estrogen receptor positive lobular breast
cancer, the ADARI gene is one of the most widely expressed genes. Preliminary studies in our
laboratory using the MDA-MB-231 cell line show a higher protein level of the short p110
isoform of ADARI, in relation to its long p150 isoform. On the other hand, the dysfunction of
the molecules involved in the canonical Wnt signaling pathway also play an important role in
the progression of breast cancer, with B-catenin being a key component of study in cancer. We
propose the following hypothesis: "The p110 isoform of ADAR1 promotes the activation of
the canonical Wnt pathway in triple negative breast cancer and as a consequence an increase
in malignant progression both in vitro and in vivo" with the general aim “to study the

mechanism by which the pl110 isoform of ADARI1 promotes malignancy in vitro in triple
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negative breast cancer cells and in vivo in immunodeficient mice”. The specific objectives set
to tackle this study were the following: 1. To study in vitro the function of the ADARI p110
isoform as a positive regulator of B-catenin in breast cancer cells; 2. To evaluate the in vitro
effect of ADAR1p110 on proliferation, migration, invasion and angiogenesis in triple negative
breast cancer cells; 3. Study the in vivo effect of ADARIpI10 on tumor formation and
metastasis in immunodeficient mice; 4. Study the in vivo effect of ADARIp110 (OE) on the
neoangiogenesis process in subcutaneous tumors.

Methodology: To answer the proposed hypothesis, were lentivirally generated a TNBC cell
line that overexpress ADARIp110, an ADAR knockdown cell and mock controls. The
overexpression and silencing of ADAR1 was characterized by Western blot and RT-qPCR, to
evaluate its protein abundance and the level of transcript, respectively. Next, the abundance of
different proteins related to the Wnt/B-catenin pathway and the nuclear B-catenin activity were
analyzed by Western blot and TOP/FOP luciferase reporter assay, respectively. Cell migration
and invasion were analyzed by Boyden chamber migration functional assays and matrigel
invasion assays, respectively. Next, in immunodeficient BALB/c NOD-SCID mice, we studied
the behavior of tumors generated from ADAR1p110 (OE) cells and immunostaining for tumor
vascularization was analyzed.

Results: The overexpression of ADARI1p110 decreased GSK-3f, while increasing the total
protein levels of AKT, B-catenin and the non-phosphorylated form of B-catenin. The
overexpression of ADARIpl110 also increased the co-transcriptional activity of B-catenin,
along with the consequent increase in its targets Cyclin-D1, c-Myc and Survivin. Meanwhile,
the reduction of ADARI had the opposite effect. Additionally, MDA-MB-231 ADARI1 (OE)

cells showed an increased capacity for cell migration and invasion. For its part, in the study of
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tumor behavior in vivo it was observed that subcutaneous tumor tissues derived from
MDA-MB-231 ADARI1p110 (OE) cells stained with Hematoxylin/Eosin showed increased
invasion into the epithelium, while some mice presented lesions on the skin. Additionally,
immunostaining analysis showed that these tumors contained increased levels of Survivin and
CD-31, the latter being a recognized marker of vascular endothelial cells and therefore of
angiogenesis.

Conclusions: Taken together, our results suggested that ADAR1p110 alters the expression of
some key components of the canonical Wnt pathway, favoring invasion and
neovascularization, possibly through activation of the canonical Wnt signaling pathway, which
could suggest an unknown role. of ADARI1p110 in the aggressiveness of triple negative breast

cancer.



1. INTRODUCCION

1.1.- El cancer de mama

El cancer de mama se origina cuando las células que conforman la glandula mamaria
comienzan a crecer desmedidamente, adquiriendo la capacidad de formar un tumor que podra
ser palpado como un bulto o visualizado mediante radiografias (1). Es un tipo de cancer que se
presenta mayoritariamente en mujeres que en hombres (2). En mujeres la glandula mamaria
estd formada por l6bulos y conductos, donde las ramificaciones sucesivas de los conductos
principales dan lugar a glandulas tibulo-alveolares organizadas en l6bulos (3) (Figura 1). Los
conductos y los lobulos estan revestidos por dos tipos celulares, uno corresponde a las células
luminales que van a recubrir el conducto terminal y los lobulillos que se encargan de la
produccion de leche. El otro tipo corresponde a las células epiteliales contractiles (células
mioepiteliales) que permiten la eyeccion de la leche (2). Es asi como el cancer de mama puede
comenzar en diferentes regiones de la mama (1). Las células tumorales de mama son malignas
cuando crecen y se dividen sin control, pudiendo algunos tumores permanecer localizados o
encapsulados; un ejemplo de ello es el carcinoma in situ de mama (4, 5). Sin embargo, las
células tumorales malignas pueden adquirir la capacidad de invadir regiones circundantes o
diseminarse hacia otras areas del cuerpo desarrollando finalmente metéstasis (1, 4, 5). Por lo
tanto, la presencia de células invasoras en una muestra de tejido normal evidencia el

diagnodstico de un tumor maligo (4, 5).



células lobulares

lobulos

—= células ductales

~ ducto

™ tejido conectivo graso

1.1.1.- Estadisticas en cancer de mama

Figura 1: Anatomia de la mama.
La ilustracion muestra la ubicacion
de los ductos o conductos, lobulos
y tejido conectivo graso. En la
ampliacion se muestra la estructura
de los lébulos y ductos,
conformados por células lobulares
y  ductales, respectivamente.
Imagen adaptada desde American
Cancer Society (1).

En mujer el cancer de mama es el mas diagnosticado en el mundo. En el afio 2020, de

19,3 millones de nuevos casos y ~ 10 millones de muertes registrados en 185 paises, este

cancer muestra una incidencia del 11,7% (~2.3 millones) y es responsable de 684.996 muertes,

lo cual lo posiciona como la principal causa de muerte en el mundo (6). En Chile su situacion

ha experimentado cambios en las Gltimas décadas. En el afio 1990 la primera causa de muerte

por cancer en mujeres era el cancer de vesicula, luego el de estbmago y en tercer lugar el de

mama, pero en el afio 2010 esta situacion cambia, pasando el cancer de mama a ocupar el

primer lugar (7). En la actualidad, en mujeres de todas las edades los nuevos casos de cancer

de mama corresponden a un 20,9% (5.331 casos) de un total de 25.448 casos, y posee la

mayor tasa de incidencia con un 37.4 en 100.000 mujeres (6).



1.1.2.- Diagnostico histologico del cancer de mama

El céancer de mama puede ser diagnosticado siguiendo un criterio histopatologico,
siendo mas comun el carcinoma ductal invasivo (CDI) que comienza en el revestimiento de
los conductos que llevan la leche desde los l6bulos de la mama hacia el pezon (1, 2). Este tipo
de cancer afecta entre el 50% al 70% de los pacientes (8). Otro tipo de cancer es el carcinoma
lobular invasivo in situ (CLIS) que comienza en los lobulillos de la mama y que puede
progresar a carcinoma lobular invasivo (CLI) que comprende entre el 5% al 15% de los

pacientes (1, 2, 8).

1.1.3.- Clasificacion del cancer de mama segun perfil molecular

Las alteraciones en el genoma son sin duda una de las causas mas relevantes del cancer
de mama. El desarrollo del cancer ocurre en muchos casos en respuesta a la acumulacion de
alteraciones genéticas y/o epigenéticas que podrian acompafiar o ser requeridas para
transiciones morfologicas durante el desarrollo y progresion del céancer (9). Estudios
moleculares basados en perfiles de expresion del transcriptoma en cancer de mama invasivo
han identificado distintos subtipos de tumor. El tumor subtipo Luminal A es positivo al
receptor de estrogenos (RE") y al receptor de progesterona (RP"), siendo el subtipo mas
comiin con una frecuencia de 28% al 31%. El subtipo Luminal B es RE", RP" y se caracteriza
por la amplificacion del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2/ERBB?2), presentandose en alrededor del 20% de los pacientes. Ambos subtipos
Luminal A y B estan asociados a un buen prondstico y sobrevida. El subtipo positivo al HER2
(HER2") presenta sobreexpresion del oncogén HER?2, tiene una frecuencia del 12% al 21%, y

pobres resultados clinicos (10, 11). Otro subtipo es el cancer de mama tipo-basal (Basal-like,



BL) caracterizado por ausencia o bajo nivel del RE, carece de sobreexpresion de HER2 y
presenta un perfil de expresion génica similar al de las células normales de mama basal o
mioepiteliales. El pronostico del cancer BL es generalmente adverso después de los primeros 5
afios de haber sido diagnosticado (12, 13). La mayoria de los tumores BL no muestran
expresion de RE, RP y HER2, recibiendo el nombre de cancer de mama triple negativos
(Triple Negative Breast Cancer, TNBC) (11). Aunque los términos de cancer BL y TNBC han
sido utilizados como sin6nimos, se ha demostrado mediante estudios de microarreglos e
inmunohistoquimicos (IHQs) que corresponden a dos tipos distintos de cancer (13), dado que
presentan una discordancia de un 25% (14). Ambos subtipos de cancer representan alrededor

del 15% de todos los cancer de mama invasivos (13).

1.1.4.- Cancer de mama triple negativo (TNBC)

El subtipo de cancer de mama triple negativo (RE °, RP " y HER2 ") es diagnosticado
mediante andlisis inmunohistoquimicos de biopsias tumorales (15). Los tumores TNBC son
altamente heterogéneos, compuestos mayoritariamente por tumores BL entre un 70% al 80%,
y por tumores no-BL (Luminal A y B, HER2") entre un 20% al 30% (14). El TNBC representa
aproximadamente el 12% de todos los cancer de mama (16), siendo reconocido por presentar
mal prondstico y baja sobrevida después de la recurrencia (17). Su comportamiento es
agresivo (18) debido a la alta incidencia de infiltracion, invasion y metastasis hacia érganos
secundarios que se genera principalmente en pulmén, hueso y cerebro (19). Incluso se ha
reportado el compromiso de la piel en TNBC metastasico avanzado, llegandose a la formacion
de ulceras (20). Debido a su heterogeneidad y complejidad, los actores que regulan estos

procesos en TNBC son atin poco conocidos (21).



En lo concerniente a los tratamientos actuales, dado que TNBC es RE ~y RP 7, no es
posible utilizar terapia hormonal (hormonoterapia) como tampoco es factible usar anticuerpos
monoclonales anti-HER2 (por ejemplo, Trastuzumab). En consecuencia, durante las ultimas
décadas tanto en estadios tempranos como tardios de esta enfermedad, los pacientes han sido
principalmente tratados con quimioterapia, usando comtiinmente Doxorrubicina y Taxanos (13,
19).

En nuestro pais un estudio reciente llevado a cabo con informacién rescatada desde
seis centros publicos de salud de la Region Metropolitana, reveld que la frecuencia de casos
con TNBC es de 10,5% (67 de 637 casos) y que estos datos se asocian a una disminucion en
la sobrevida global de los pacientes en 5 afios, respecto a los casos no-triple negativos,
observada entre los afios 2000 y 2010 (22). En las actualidad, un estudio publicado el afio
2020 por César Sanchez y colaboradores, analizd registros médicos de 2.723 pacientes
diagnosticadas con cancer de mama, evidenciando que un 11% de las pacientes presentan
cancer de mama del subtipo triple negativo (23). Los autores estiman que alrededor de “600
mujeres seran diagnosticadas con TNBC anualmente” en nuestro pais (24).

En los ultimos afnos ha habido destacados avances para el tratamiento de TNBC
enfocados a dos areas de estudio: inhibidores de “Poly (ADP-ribose) polymerase” (PARP) e
inhibidores de punto de control inmunitario (25). En el afio 2018 la “US Food and Drug
Administration” (FDA) aprob6 el inhibidor de PARP Talazoparib, para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama HER2 y con mutaciones en las proteinas “Breast Cancer 1y 2”
(BRCA 1/2) de la linea germinal (26). A la fecha, se encuentran en estudios clinicos activos
para estudiar el efecto de la droga Talazoparib en TNBC (27). En relacion a la inmunoterapia,

la FDA aprobo el tratamiento de Atezolizumab en combinaciéon con nab-paclitaxel, para



pacientes de TNBC metastasicos que expresen el Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)
(25). Sin embargo, pese a los nuevos avances las pacientes de TNBC metastasicos presentan
mal pronoéstico (25), siendo un desafio el estudio de este cancer. Las investigaciones continuan
en busca de potenciales blancos terapéuticos o vias de sefializacion celular que participen en la
elevada agresividad de este cancer. Por tal razon, este estudio se ha centrado en el cancer de
mama triple negativo, dirigiendo su atencion en el rol que puede desempefiar la isoforma p110

de ADARI.

1.2.- Proteinas ADARS (“Adenosine Deaminases Acting on RNA”)

En las células eucariontes los transcritos de ARN pueden ser modificados mediante
diversos procesamientos post-transcripcionales, entre los que se incluyen el “splicing”
alternativo y la edicion de ARNs (28). Estas modificaciones resultan en un aumento de la
diversidad transcriptomica y, eventualmente, de la protedmica de los organismos.

La edicion de un simple nucleodtido es un proceso enzimatico donde selectivamente se
convierte un nucleoétido en otro alterando la secuencia nucleotidica de un transcrito de ARN
(29, 30). Este proceso se realiza a través de la desaminacion hidrolitica de adenosina (A) para
obtener como producto inosina (I) catalizado por las proteinas ADARs (28-30). Las ADARs
son enzimas que tienen como sustrato ARN de doble hebra (dsRNAs, en inglés “double-
stranded RNAs”) presentes tanto en ARNs codificantes como no codificantes. Estudios
filogenéticos han revelado que sus genes se encuentran en mamiferos y en otras especies de
eucariotas multicelulares como las anémonas, calamares y esponjas; mientras que estan

ausentes en protozoos, levaduras y plantas (31, 32).
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Figura 2: Interaccion de ADARI1 con dsRNAs. La enzima ADARI edita adeninas
especificas presentes en secuencias que forman duplex de ARNs inmaduros (pre-mRNAs). La
ADARI posee un dominio de desaminacion (DM) donde cataliza la reaccion hidrolitica de
desaminacion de A para producir I. Imagen adaptada desde Hogg., et al 2011 (33).

1.2.1.- Integrantes de la familia de las ADARSs y sus caracteristicas

La familia de las ADARs estd constituida por tres miembros: ADARI (también
conocida como ADAR), ADAR2 (ADARBI1) y ADAR3 (ADARB2). Las tres proteinas son
expresadas en humanos y estdn formadas por dominios de uniéon a dsRNAs, junto con un
dominio catalitico de desaminacion. En particular, ADARTI es la unica integrante de la familia
que posee sitios de union a ADN del tipo Z (28, 34), junto con dos isoformas formadas
mediante el proceso de “splicing” alternativo (35). Una de sus variantes llamada p110 es corta
y es expresada de manera constitutiva, mientras la segunda isoforma denominada p150 es

larga y su expresion es inducible por interferén (35, 36) (Figura 3).
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Figura 3: Isoformas de ADARI1: La isoforma larga ADARI1p150 es inducida por interferén
(IFN, arriba), en cambio, la isoforma corta ADARIp110 es expresada constitutivamente (de
bajo). Ambas isoformas poseen un dominio catalitico de desaminacion (“deaminase”, en
celeste) y tres dominios de union a dsRNAs (dsRBD, en verde), mientras la ADARI1p150
consta de dos dominios de unién a ADN del tipo Z y ADARIp110 solo uno (Z-DNA BD, en
rojo). La ADARI posee una secuencia bi-modular de localizacion nuclear (NLS, en azul),
mientras especificamente, la ADARI1p150 presenta una sefial de exporte nuclear (NES, en
morado). Imagen obtenida desde Licht., et al 2017 (37).

En mamiferos se ha corroborado que las proteinas ADAR1 y ADAR2 son enzimas
cataliticamente activas presentes en diversos tejidos (28), capaces de editar selectivamente
secuencias codificantes como las de los pre-mRNAs del receptor de serotonina del subtipo B
(5-HT2C) (38). En cambio, se ha descrito que ADAR3 se expresa exclusivamente en tejido
cerebral, especificamente en las regiones de la amigdala y del talamo, encontrandose en
estudios in vitro que no posee la actividad catalitica de edicion de A por I (39). En lo que
respecta a sus mecanismos de accion, las enzimas ADAR1 y ADAR2 deben homodimerizar

para actuar como desaminasas, en cambio, ADAR3 permanece como un monoémero inactivo

enzimaticamente (40).



Varias investigaciones que se han dirigido a estudiar la localizacion intracelular de
ADARI. Entre ellas se reporta que ambas isoformas de ADARI poseen una sefial de
localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS) que les permite ingresar al ntcleo
desde el citoplasma (41-44). En particular, ADAR1p150 ademas posee una sefal de exporte
nuclear (Nuclear Export Signal, NES) que le permite salir hacia al citoplasma desde el nucleo
(45). Por otro lado, aunque ADARIp110 carece de una region de NES (46) (Figura 2),
también puede ser exportada desde el nicleo hacia el citoplasma gracias a que interactua con
la proteina de transporte celular exportina-5 (42). De este modo, ADARIp150 y ADARIp110
pueden movilizarse entre ambos compartimentos subcelulares (42, 46).

Es importante destacar que en los mamiferos el principal mecanismo de edicion del
ARN es realizado por las enzimas ADARs (33), por esta razén no es de extrafiar que tanto
ADARI como ADAR2 sean esenciales para la vida. Estudios in vivo efectuados en ratones
evidencian que la delecion homocigota de ADARI (ADARI™) resulta en letalidad
embriogénica (47-49) con incrementada apoptosis en hepatocitos y células hematopoyéticas
ademas de una deficiente hematopoyesis, demostrando que ADARI1 es necesaria para la
sobrevida y la mantencion de diversos tejidos embrionarios (47, 50). Del mismo modo, la
ausencia de ADAR?2 in vivo desencadena la muerte temprana en estadio postnatal, aunque en
este caso los ratones fueron propensos a convulsionar (51), lo cual podria estar estrechamente
relacionado a que el transcrito de ADAR2 se expresa mayoritariamente en el cerebro,

sugiriendo que es la principal enzima editora en este tejido (52).



1.3.- Participacion de ADARI1 en procesos moleculares

1.3.1.- Roles de ADARI1 dependientes de su actividad de edicion

La modificacion post-transcripcional de edicion de A por I realizado por las ADARs
puede conducir a importantes cambios en la expresion génica ya que I es reconocida como
guanosina (G) (53), tanto por la maquinaria de “splicing” celular (54) como por los ribosomas
durante el proceso de traduccion (55).

A la fecha varias investigaciones han concordado que los principales blancos de
edicion de las ADARs corresponden a las secuencias Alu, que son elementos cortos
intercalados (SINEs) de alrededor de 300 pb, insertadas en secuencias no codificantes como
intrones, regiones 3" no traducidas (3°'UTRs) y en elementos largos intercalados (LINEs) (29,
56-59). Los elementos Alu son secuencias repetitivas que pueden encontrarse dentro de un
mismo transcrito orientados invertidamente (“Inverted-Repeat Alus”, IRAlus), lo cual les
permite que puedan interactuar entre si formando una estructura secundaria de dsRNA (55)
(Figura 4). Interesantemente, un estudio focalizado en analizar ediciones en el ARN muestra
que cerca del 1,4% de los ARNm son editados (1.445 transcritos de un total que supera los
100.000 ARNm), mientras que mas del 85% de los pre-mRNAs son editados en sus secuencias
intronicas (57). Adicionalmente, el 95% de las ediciones A por I ocurre de manera

co-transcripcional en ARNs nacientes (60).
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Figura 4: Edicion de IRAlus por ADARI. Se muestra una region de ADN (en gris) que
contiene secuencias LINEs (en amarillo) y elementos Alu/SINEs (en rojo) orientados en
oposicion. Estos elementos repetitivos luego del proceso de transcripcion forman estructuras
complementarias u horquillas que seran reconocidas por ADARI. Esta enzima de edicion del
ARN tiene como sustrato adenosinas (A) en los transcritos (en azul) que son sustituidas por
inosinas (I, en rojo), alterando la secuencia de pre-mRNAs. Imagen adaptada desde
Nishikura., et al 2010 (28).

Cuando la edicion del ARN ocurre en una secuencia no codificante puede causar una
activacion o inactivacion de un sitio de “splicing” (28, 54). Por ejemplo, la edicion de
secuencias Alu presentes en el transcrito del gen “Nuclear Prelamin A Recognition Factor”
(NARF) crea un sitio aceptor de splicing 3° funcional (61). Particularmente, la proteina
ADAR?2 genera un sitio aceptor de splicing 3" funcional editando su propio pre-mRNA, auto-

regulando su “splicing” alternativo y de este modo su expresion génica (54). Es por ello que
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se han realizado analisis de secuenciacion del ARN (RNA-seq) y de microarreglos especificos
para exones con el objetivo de estudiar el rol de la edicion del ARN en el “splicing”,
sugiriendo que ADARI1 participa a escala global en la regulacion del “splicing” alternativo,
principalmente editando elementos regulatorios del “splicing” (62). Adicionalmente, se ha
encontrado que la edicidon realizada por ADARI1 también afecta el proceso de “splicing”
impactando en la omision de exones (“exon skipping”) (60).

Las ADARs también participan en la regulacion de la biosintesis de micro-ARNs
(miRNAs), proceso que requiere la participacion de dos componentes claves pertenecientes a
la familia de las RNAsas III: Drosha y DICER (63). En este contexto, se ha reportado que
ADARs editan precursores de miRNAs (pri-miRNAs) como es el caso del pri-miR-142, en
donde la sustitucion de bases inhibe el procesamiento de este miR en el nicleo por Drosha
(64). De igual modo, la ediciéon del pri-miR-151 impide que pueda ser procesado en el
citoplasma por DICER (65).

Por otro lado, cuando la reaccién de desaminacion ocurre en una region codificante del
mensajero, el reconocimiento de I por G podria llevar a cambios de codon que se traducirian
en cambios aminoacidicos (34). Respecto a ello, en estudios in vitro se ha encontrado que la
sustitucion de una base en la secuencia del transcrito de “Glioma associated oncogene 1”
(GLIT) resulta en un cambio aminoacidico de arginina por glicina en la posicion 701 ubicada
en medio del dominio C-terminal de esta proteina, con el consecuente aumento de su actividad
transcripcional (66).

La ADARI también participa en la modulacion del sistema inmune. ADARI se
relaciona con el sistema inmune no solo porque ADAR1p150 es inducible por interferén, sino

también porque ADARI1 edita dSRNAs “marcandolos” como enddgenos (67). De esta forma,
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la edicion A por I es capaz de imposibilitar el reconocimiento de los dSRNAs por el sensor
citosolico de dsRNAs “Melanoma Differentiation Associated gene 5 (MDAS), proteina que
induce interferones (IFNs) luego de reconocer dsRNAs. Asi, ADARI previene una respuesta
inmune innata aberrante mediante la distincion de los dSRNAs foraneos de los propios (49, 55,
67).

Finalmente, otro efecto de las ADARs es que la conversion de A por I produce
modificacion de la estabilidad de los dsRNAs, generando posibles cambios en su estructura

secundaria que conllevarian a un aumento o disminucién de su estabilidad (28, 34, 59).

1.3.2.- Roles de ADARI1 independientes de su actividad de edicion

En general, varios estudios se han dirigido a estudiar los efectos de la edicion sobre el
ARN, sin embargo, existen distintas funciones de las ADARs que son independientes de su
actividad de ediciéon (37). Una de ellas se relaciona nuevamente con el procesamiento de
miRNAs, en donde ADARI1 interactia con DICER induciendo su velocidad de corte o
procesamiento en pre-miRNAs para obtener miRNAs maduros. De este modo, la ADARI
mediante una interaccion proteina-proteina induce la generacion de miRNAs aumentando la
actividad catalitica de DICER (48).

Otra funciéon de ADARI independiente de su actividad de edicion, se asocia al
metabolismo celular del ARN. Un estudio revela que células estresadas mediante la
exposicion a radiacion ultravioleta (UV) induce el exporte nuclear de ADARIp110 hacia el
citoplasma, debido a que el estrés celular aumentaria su interaccion con exportina-5 en el

nucleo, a través de la induccion de su forma fosforilada (68). En el citoplasma ADAR1p110 se
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une a IRAlus insertos en transcritos que codifican a proteinas anti-apoptoticas, participando en
la evasion de la muerte celular (55, 68).

En conjunto, los antecedentes descritos muestran que las ADARs participan en
diversos procesos celulares, distintas vias de sefalizacion y poseen diversos blancos
moleculares. Es por esta razon, que su participacion se ha investigado en distintas
enfermedades, mientras que varios estudios vinculan directamente la acciéon de ADARI en

diversos tipos de cancer (69).

1.4.- ADARI1 en cancer

Hace mas de una década se comenzo6 a estudiar el rol de ADARI en la carcinogénesis,
destacandose en diversos estudios como un factor relevante en el mecanismo post-
transcripcional de edicion A por I en estas células (69-72). En este sentido, el equipo de
Levanon y colaboradores analizé un total de 712 secuenciaciones del ARN, recolectados
desde la base de datos publica “The Cancer Genome Atlas” (TCGA). Los RNA-seq se
realizaron con muestras provenientes de 356 pacientes abarcando un total de nueve tipos de
cancer distintos. De esta forma, los investigadores analizaron los datos para conocer el perfil
de edicion en elementos repetitivos Alu, tanto en muestras de tumor como en tejido normal
(extraido del tejido colindante al tumor). Los resultados revelaron un aumento del indice de
edicidon en cancer de vejiga, mama, colon, pulmén y tiroides, comparado a sus respectivos
tejidos normales (71). Junto a ello, encontraron que los altos niveles de edicion se asociaban a
altos niveles de ADARI y bajos niveles de ADAR2, proponiendo a la enzima ADAR1 como

el principal editor en estos tipos de cancer y posicionando, a su vez, la edicion A por I en
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elementos repetitivos Alu, como uno de los mayores contribuyentes a la diversidad
transcriptomica en el cancer (71).

Por otro lado, se han descrito niveles aumentados de esta enzima tanto en el carcinoma
celular esofageal escamoso (ESCC), como en el carcinoma hepatocelular (HCC). En el ESCC
se ha propuesto que ADARI funciona como un oncogén durante la progresion de la
enfermedad, debido a que su sobreexpresion promueve la velocidad de crecimiento celular y el
crecimiento independiente de anclaje. En cambio, silenciando ADAR1 se obtiene una
disminucién en la velocidad de crecimiento celular, migracion e invasion (73).

Por su parte, estudios en HCC sugieren a ADARIp110 como el responsable de la
elevada edicion (hiper-edicion) del transcrito del inhibidor 1 de la antienzima (AZINI1), que
guia a la sustitucion de serina por glicina. Esta sustitucion induce un cambio conformacional
en la estructura de AZIN1, volviéndola mas estable e induciendo su translocacién hacia el
nucleo, que conlleva a la disminucion de la degradacion de Ciclina D1, importante regulador
de la proliferacion celular (74). Consistentemente, en tejido tumoral de HCC se ha encontrado
sobreexpresion de ADARI, aunque bajos niveles de ADAR2, donde ambos se relacionan
clinicamente a un pobre prondstico de los pacientes (75).

Siguiendo la misma linea, en tumores de cancer gastrico y de cancer de pulmon,
ADARI se encuentra sobreexpresada como resultado de la amplificacion de su gen, lo que se
relaciona con la disminucion en sobrevida (76, 77). Particularmente, en cancer géstrico la baja
sobrevida también se asocia a la delecion de ADAR2 (76).

En contraste, existen otros canceres que poseen una disminuida expresion de ADARI,
como por ejemplo glioblastoma (78) y melanoma (79). A diferencia de los cancer

anteriormente mencionados, la reduccion de ADARI1 es una caracteristica comun observada
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en sus fenotipos agresivos. Al respecto, en tumores de cerebro se ha cuantificado un menor
numero de ediciones en secuencias Alu, en comparacion a su tejido normal y, ademas, al
sobreexpresar ADARI1 en la linea celular de glioblastoma U87 se reduce la proliferacion
celular (78).

Por su parte, en melanoma, un cancer de piel agresivo, se ha descrito que el
silenciamiento de ADARI en la linea celular SB2, que presenta alto nivel proteico de ADARI
y caracteristicas poco metastasicas, induce in vivo el crecimiento de los tumores subcutaneos,
junto con metastasis pulmonar (79). Por el contrario, al sobreexpresar ADARI1 en células
C8161 del mismo tipo de céancer, las cuales presentan bajo nivel de ADAR1 y son altamente

metastasicas, se reduce este fenotipo agresivo (79).

1.4.1.- Participacion de ADARI en el cancer de mama

Un estudio efectuado por Shah y colaboradores en el afio 2009 abri6 las puertas a la
implicancia que podria tener ADARI en esta enfermedad. En esta investigacion se secuencio
el genoma y transcriptoma del cdncer de mama lobular positivo al receptor a-estrogeno, donde
se encontro que ADARI estaba dentro del 5% de los genes mas altamente expresados (80).

Seis afios mas tarde, el equipo de Detours compar6 la edicion de A por I en muestras
de tumor de cancer de mama con la de tejido normal, a través de andlisis de RNA-seq,
reportando que la frecuencia de edicion del ARN en tumores de cancer de mama era mayor en
comparacion al tejido de mama normal (81). También reportaron que de todos los miembros
de la familia ADAR, ADARI era el més expresado en esta enfermedad, siendo su ARNm

nueves veces mayor al de ADAR2 y més de 1000 veces mayor al de ADAR3 (81).
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Interesantemente, en estudios in vitro con células MDA-MB-231 (subtipo TNBC),
MCF-7 (subtipo Luminal A) y BT474 (subtipo Luminal B), el silenciamiento de ADART1 llevé
a una disminucién de la proliferacion, mientras que la apoptosis aumento, sugiriendo que
ADARI en céncer de mama esta envuelta en ambos procesos celulares (81).

Consistentemente, una investigacion en cancer de mama del subtipo basal, donde se
analiz6 el transcriptoma de 81 lineas celulares de cancer de mama, se encontrd una correlacion
entre la expresion de ADARI con la edicion de adenina a inosina y con el nimero de copias
de su gen (82). Respecto a las secuencias editadas por ADARI, se observé un aumento de
ellas en las regiones 3'UTR de los transcritos (82). Asimismo, pacientes con alto nivel de
ARNm de ADARI presentaban una menor sobrevida en comparacion de pacientes con bajo
nivel de ARNm. Cabe sefalar que los tumores que presentaban alta expresion de ADARI,
ademads tenian aumentados los sitios de edicion en regiones UTR (82).

Hasta el momento, solo dos investigaciones se han desarrollado respecto al rol de
ADARI en TNBC. El equipo de Hee Jin Lee, examino el contenido de ADARI1 en 679
tumores mediante la técnica de “Tissue Microarray”. La marcacion positiva para ADARI1 se
observo a nivel nuclear, encontrandose que el 46% de los tejidos tumorales presenta una alta
expresion de ADARI, que a su vez estuvo asociado a una elevada infiltracién de linfocitos
(83). Por su parte, el equipo de Jason D. Weber estudid la participacion de ADARI en la
formacion de tumores in vivo usando un modelo de glandula mamaria ortotopico, observando
que células MDA-MB-231 deficientes de ADARI pierden la capacidad de generar tumores,
demostrando que células de cancer triple negativo requieren de esta enzima de edicion del

RNA para formar tumores en animales transplantados (84).
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En busca de conocer el rol de ADAR1 en TNBC, estudios preliminares de nuestro
laboratorio evidencian que la isoforma p110 de ADARI posee un contenido proteico mayor a
ADARIpI50 en las lineas celulares que fueron analizadas. Mediante Western blot se
obtuvieron niveles cuantificables de ADARIpl110 y de ADARIpl50, tanto en la linea
MCF-10 (normal) y MDA-MB-231 (subtipo TNBC), encontrando que el contenido de
ADARIpI110 es alrededor de 15 veces mayor, respecto al contenido de ADAR1p150 en ambas
lineas celulares (Figura 5). El resultado expuesto impulsa a evaluar empiricamente cual seria
el rol que ADARIpl110 podria ejercer en células de cancer de mama del subtipo triple

negativo.
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Figura 5: Caracterizacion de ADAR1p110 y ADARIp150 en la linea celular
MDA-MB-231. Se determinoé el nivel proteico de ADAR1p150 y de ADARIp110 en la linea
celular epitelial de mama MCF-10 (A) y en la linea celular de cancer de mama triple negativo
MDA-MB-231 (B), mediante Western blot. Para normalizar los resultados se utilizo la
proteina o—Tubulina como control de carga. Se muestran representativos blots sobre las
graficas que presentan la cuantificacion de las densitometrias obtenidas en los Western blot.
Los datos se expresan como el promedio de las veces de cambio, relativos al nivel de
ADARI1p150 + S.E.M de cuatro experimentos independientes (n = 4); * p < 0.05; prueba de
Mann-Whitney.
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Tomando en consideracion que las modificaciones post-transcripcionales en cancer de
mama corresponden a un proceso epigenético que crea gran variabilidad en el transcriptoma
humano, surge la interrogante de cudl o cudles vias de sefializacion son afectadas o alteradas
por la edicion de ADARI. En este sentido, se ha corroborado que la edicion altera transcritos
que participan en vias de sefializacion involucradas en la respuesta inmune (81), en el ciclo

celular (82) y en la via de sefializacion Wnt canonica (85).

1.5.- La via de seiializacion Wnt canonica en cancer de mama

En la via de sehalizacion Wnt candnica (o Wnt/B-catenina) el componente clave es la
proteina B-catenina. Una de las funciones de -catenina es mantener la integridad del epitelio
mamario por medio de su interaccion con E-cadherina en la membrana plasmatica, formando
uniones adherentes entre células (86). La presencia de un ligando Wnt unido a su receptor
“Frizzled” (Fz) y co-receptor “Low-Density Lipoprotein-Related Proteins-5/6" (LRP5/6),
permite disminuir la localizaciéon de P-catenina en la uniones adherentes e inducir su
translocacion hacia el nucleo, participando como un co-activador transcripcional en la via de
senalizacion (86, 87). En el nucleo, B-catenina interactia con los factores de transcripcion
“T-Cell Factorl/Lymphoid Enhancer Factor” (TCF/LEF) activando conocidos genes blanco,
como Ciclina D1 (88), c-Myc (89) y MMP-9 (90) (Figura 6). Por otro lado, cuando Wnt no
estd presente, la f-catenina se encuentra unida a un complejo de destruccion donde puede ser
fosforilada por “Glycogen Synthase Kinase 37 (GSK-3PB), que gatillard su posterior

degradacion en el proteosoma (87).
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LRP5/6

Figura 6: Via canénica de sefializacion Wnt/p-catenina. A) Wnt tiene como receptores en la
membrana celular a las proteinas Frizzled y a una de las dos proteinas: LPR5 o LPR6. Cuando
Wnt no esta presente, la P-catenina se encuentra unida a un complejo de destruccion
compuesto por las proteinas Axina y APC. La B-catenina unida a este complejo puede ser
fosforilada por CK1 y GSK-3B, que guiard a su posterior degradacion en el proteosoma. B)
Cuando Wnt esté presente, este ligando interactia con sus receptores induciendo la inhibicion
el complejo de destruccion y provocando que la B-catenina no pueda ser fosforilada. De esta
manera los niveles de la B-catenina aumentan en el citoplasma, translocando al nticleo donde
interactua con los factores de transcripcion LEF/TCF activando genes blanco, dentro de los
que se incluyen Ciclina D1 (88), c-Myc (89), MMP-9 (90) y Survivina (91). Imagen adaptada
desde Saito-Diaz., et al 2013 (87).

Adicionalmente, la sefalizacion aberrante de [-catenina puede producirse por
diferentes razones en células cancerosas. El equipo de Shimizu y colaboradores en el afio 1997
mostré que el potencial de transformacion de miembros de la familia Wnt se asocia a

incrementos citosolicos de [-catenina, sugiriendo que algunos Wnt (oncogénicos)
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promoverian la estabilizacion de f-catenina (92). Ademads, [B-catenina puede volverse
oncogénica debido a mutaciones en su gen (CTNNBI), las cuales han sido encontradas en
diversos tipos de cancer (hepatocelular, colorrectal, ovario, meduloblastoma, préstata, utero,
melanoma), sugiriendo que algunas mutaciones promoverian su estabilidad (93).
Particularmente, se ha identificado que el 25% de cancer de mama metapldsico posee
mutaciones en -catenina (94).

La desregulacion de la via Wnt canonica se encuentra involucrada en la progresion del
cancer de mama (95). Al respecto, altos niveles de -catenina (citoplasmatico y nuclear) y de
Ciclina D1 se han encontrado en el 40% de 123 tumores primarios de cancer de mama,
relacionados a un pobre prondstico con disminucion en la sobrevida de los pacientes (86, 88).
En coherencia con estos resultados, en tumores in vivo formados a partir de la inoculacion de
células de cancer de mama triple negativo, MDA-MB-231, en ratones nude y en tumores
mamarios formados en ratones transgénicos MMTV-Wntl, se ha mostrado que el bloqueo de
la via Wnt/B-catenina inhibe el crecimiento tumoral e induce su regresion, respectivamente
(96).

Como se menciond anteriormente, la activacion de la via Wnt candnica induce la
expresion de diversos genes, uno de ellos es Ciclina D1 que se encuentra sobreexpresada en
pacientes con cancer de mama, reportandose en distintas lineas celulares que la transactivacion
de B-catenina se correlaciona significativamente con la expresion de Ciclina D1 (88). Otro gen
blanco de TCF/B-catenina es la proteina Survivina (Figura 6) que inhibe la apoptosis (97) y
estd involucrada en la regulacion del ciclo celular (91). Survivina controla la estabilidad de los
microtubulos y progresion de la mitosis (98), siendo de este modo considerado como un

blanco terapéutico, para frenar la proliferacion de las células de cancer (99). Ademas, cabe
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mencionar que Survivina estd presente durante el desarrollo embrionario y en células
cancerigenas, no asi en células de adultos normales (91). Igualmente a Ciclina D1, Survivina
se encuentra sobreexpresada en la mayoria de los cancer de mama, asocidndose a la resistencia
a quimioterapia y radiacion (100).

Adicionalmente, la via Wnt candnica también participa en el proceso de invasion
celular. En células de cancer se ha mostrado que la activacion de P-catenina favorece este
proceso (101, 102), donde es clave la participacion de las metaloproteinasas (MMPs), que son
enzimas capaces de degradar proteinas de la matriz extracelular, permitiendo la movilizacion
de las células tumorales hacia otros tejidos. En células T se ha demostrado que la “Matrix
Metallopeptidase-9” (MMP-9) es un blanco transcripcional dependiente de la via de
senalizacion Wnt/B-catenina (90). Por su lado, en células metastasicas MDA-MB-231, el
silenciamiento de MMP-9 reduce en un 90% la capacidad invasiva caracteristica de estas

células (103).

1.6.- ADARI1 v su relacion con la via Wnt canonica

La ADARI se ha relacionado con la ruta de sefializacion Wnt candnica en leucemia
mieloide cronica (CML), donde esta ruta sirve como una via de autorrenovacién en los
progenitores de CML durante la progresion a crisis blastica (CB). En muestras de CB se ha
encontrado que GSK-3B posee una delecién en el dominio quinasa producto de un “mal
empalme” (“mis-splicing”). La desregulacion de GSK-3 promoveria la activacion de
B-catenina en CML-CB, un aumento de su translocacion al nlcleo y una alta actividad

transcripcional (104).
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En cancer de mama no esta claro en qué proceso celular podria participar la isoforma
ADARIp110. En la base de datos publica de edicion de ARN, DARNED (105), se encontrd
que los transcritos de B-catenina (CTNNB1) y GSK-3f (GSK3B) presentan edicion de adenina
a inosina (106) (Figura 7). Ademads, interesantemente, un andlisis de secuenciacion de la
inmunoprecipitacion de ARN (RIP-seq) desde células HelLa indic6 que ADARIp110

interactua con los transcritos de CTNNB1 y GSK3B (107).
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Figura 7: Los transcritos de B-catenina y de GSK-3p son blancos de edicion A por I en
cancer de mama. Se presenta un esquema de los transcritos inmaduros de B-catenina y
GSK-3p. Los pre-mRNAs contienen las regiones S’UTR y 3'UTR a sus extremos, los exones
(enumerados al inicio y al final) son representados en cajas verdes y azules para -catenina y
GSK-3B, respectivamente. Los espacios entre las cajas corresponden a las regiones intronicas.
La edicion en el pre-mRNA de B-catenina se localiza en una region intronica (106), mientras
que la edicion del pre-mRNA de GSK-3f se encuentra en la region 3'UTR (Bahn., et al 2012
(106)). Las ediciones son sefialadas con triangulos (en naranjo) junto a sus respectivas
referencias.
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1.7.- Rol de las cadherinas en cancer

Seglin lo anteriormente expuesto, las alteraciones en la ruta Wnt candnica pueden
generar consecuencias en la progresion del ciclo celular, evasion a la muerte celular
programada y en la invasion celular. Sin embargo, son diversos los procesos necesarios para
que células normales lleguen progresivamente a un estado oncogénico (108). Estos
mecanismos traen consigo cambios morfologicos y alteraciones en la interaccion célula-célula,
siendo una de las alteraciones mejor caracterizada la disminucion en los contenidos de
E-cadherina presente en células epiteliales (108). Esta disminucion se asocia a aumentos en la
invasion y migracion, y a la sobreexpresion de N-cadherina, expresada principalmente en
células mesenquimaticas durante la organogénesis.

Las células mesenquimaticas son altamente moviles e invasivas, al contrario de las
células epiteliales que proveen la cohesion célula-célula necesaria para la integridad de los
tejidos. La conversion del fenotipo epitelial al fenotipo mesenquimatico corresponde al
proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima (“Epithelial-Mesenchymal Transition”, EMT),
relacionado patologicamente con el cancer (108, 109).

La EMT puede ser activada de una forma transitoria o estable, y en diferentes grados,
promoviendo la invasion y migracion a través de factores de transcripcion que reprimen la
expresion de E-cadherina, como por ejemplo la proteina Snail (110). Esto provoca la
disminucion de las uniones adherentes, asociado a una conversion del fenotipo epitelial hacia
una morfologia similar a un fibroblasto y con pérdida de la polaridad apico-basal (109).

En lineas celulares de cancer de mama humanas se ha encontrado que cadherina-11
participa de la interaccion célula-célula, mientras E-cadherina disminuye en células invasivas

(111). Igualmente, en tumores malignos de mama el nivel proteico de cadherina-11 es mayor
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que el observado en tumores benignos, encontrandose principalmente en la membrana de las
células tumorales (112). De este modo la expresion de cadherina-11 en cancer de mama se

relaciona a un fenotipo agresivo e invasivo.

1.8.- Angiogénesis y su relacion con la via Wnt canonica en cancer de mama

La angiogénesis se refiere al proceso de formacion de vasos sanguineos, que crecen y
se distribuyen en el organismo, a partir de un vaso preexistente (113). En los tumores, la
angiogénesis permite que las células puedan abastecerse de nutrientes y oxigeno, junto con
evacuar sus desechos metabolicos (108). Los vasos sanguineos estan conformados en su capa
interna por células endoteliales (CEs) que entregan sostén al tejido y pueden sensar senales
que inducen la angiogénesis, como es el Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular
(“Vascular Endothelial Growth Factor”,VEGF) (113).

Las CEs se mantienen unidas gracias a moléculas de adhesion célula-célula. Una de
ellas es la proteina de membrana y miembro de la super-familia de las inmunoglobulinas
CD-31/PECAM-1 (“Cluster of Differentiation 31/Platelet edothelial cell adhesion
molecule-1"") (114). CD-31, ademas de participar en el contacto intercelular de las CEs, puede
interactuar a través de su dominio citoplasmatico con -catenina fosforilada en tirosina (115).
En carcinoma de mama ductal in situ se ha encontrado mediante IHQ una marcacion positiva
de CD-31 (CD-31"), pero no asi en células epiteliales normales y en tejido hiperplasico
epitelial (116), siendo usado como un marcador para evaluar la presencia de CEs en tejidos

(117).
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Para que la ramificacion o extension de los vasos sanguineos se lleve a cabo, las
células deben movilizarse abriéndose paso entre el tejido, por medio de la degradacion de la
matriz extracelular que compone la membrana basal y que a su vez rodea los tubulos
endoteliales (113). Este proceso es realizado por las metaloproteinasas de matriz (MMPs) que
permiten remover la matriz extracelular que funciona como barrera fisioldgica, permitiendo la
invasion celular (118). Un integrante de la familia de las MMPs ampliamente estudiado en
cancer es la enzima MMP-9, una gelatinasa de tipo B (118), blanco de la via Wnt canonica
(90), y que ademas actia como un factor antigénico que participa en el proceso de
microvascularizacion de CEs humanas (119). En ensayos con células HUVEC (“Human
umbilical vein endothelial cell ) 1a activacion de la via Wnt/B-catenina induce la formacion in
vitro de redes de capilares (120) y en CEs de ratones transgénicos se ha demostrado que la
sefializacion de Wnt se encuentra activa (121).

Por otro lado, ADARI también participa del proceso de angiogénesis en cancer. Al
analizar ADAR1 en tejido proveniente de pacientes de cancer cervical mediante THQ, se
observa marcacion positiva de ADARI (ADARI1") en citoplasma y en nicleo.
Adicionalmente, se encontré una aumentada invasion vascular, menor sobrevida, y peor
prondstico clinico en pacientes que sobreexpresan ADARI, comparado a pacientes ADARI
negativos (122).

Hasta el momento se desconoce si ADARI1 participa en la progresion del cancer de
mama triple negativo a través de la modulacion de la via Wnt/B-catenina y si ello influye o

tiene alguna repercusion en los procesos celulares de migracion, invasion o angiogénesis.
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2. HIPOTESIS

La isoforma p110 de ADAR1 promueve la activacion de la via Wnt candnica en céncer de
mama triple negativo y como consecuencia un aumento de la progresion maligna tanto in vitro

como in vivo.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el mecanismo por el cual la isoforma p110 de ADAR1 promueve la malignidad in

vitro en células de cancer de mama triple negativo e in vivo en ratones inmunodeficientes.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar in vitro la funcién de la isoforma p110 de ADAR1 como regulador positivo
de B-catenina en células de cancer de mama.

2. Evaluar el efecto in vitro de ADARIp110 en la proliferacion, migracion, invasion y
angiogénesis en células de cancer de mama triple negativo.

3. Estudiar el efecto in vivo de ADAR1p110 en la formacion de tumores y metéstasis en

ratones inmunodeficientes.

4. Estudiar el efecto in vivo de ADARIp110 (SE) sobre el proceso de neoangiogénesis

en tumores subcutaneos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.- Cultivo celular

El principal modelo celular utilizado en este trabajo fue la linea celular humana de
adenocarcinoma de mama metastasico triple negativo, MDA-MB-231. Las células se
cultivaron en medio de cultivo DMEM/F12 (cat N° 10-092-CM, “Dulbecco’s Modified of
Eagle’s Medium/Ham's F-12 50/50 Mix”, Corning, EE.UU.) suplementado con suero bovino
fetal (SBF) al 10% (cat N° 35-010-CV, Corning, EE.UU.) previamente inactivado mediante
calor, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/mL (cat N° 30-002-CI, Corning, EE.UU.).
Como control para algunos experimentos se utilizo la linea celular epitelial humana, MCF-10.
Estas células se cultivaron en medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con 10% de suero
de caballo (SBC, Cat N°35-030-CV, Corning, EE.UU.), penicilina 100 U/mL y estreptomicina
100 pg/mL, “Recombinant Human” EGF 20 ng/mL (cat N° 236-EG-200, R&D Systems,
EE.UU.), insulina 10 pg/mL (cat N° 10516-5ML, Sigma-Aldrich, EE.UU.) e hidrocortisona
100 pg/mL (cat N° H4001, Sigma-Aldrich, EE.UU.). Los cultivos celulares se incubaron a
37°C en una atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO,. Las lineas celulares se testearon
rutinariamente para contaminacion con micoplasma utilizando el kit EZ-PCR™ Mycoplasma
Detection (Cat N° 20-700-20, Biological Industries, EE.UU.).

Los cultivos de lineas celulares una vez alcanzado el 80-90% de confluencia (los
cambios en porcentaje de confluencia seran especificados para algunos de los experimentos
realizados en este estudio), se lavaron una vez con 4 mL de PBS 1X (cat N° 21-040-CVR,
Corning, EE.UU.) y luego para levantar las células se les adiciond 1 mL de Tripsina 1X (cat

N° 25-054-CI, Corning, EE.UU.). Después de incubar las células durante 5 minutos a 37°C,
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para inactivar la tripsina se resuspendieron en medio suplementado con SFB o SFC
(dependiendo de la linea celular utilizada) mediante pipeteo y se centrifugaron a 2000 r.p.m.
durante 5 minutos. A continuacion, se descartd el sobrenadante y los “pellet” celulares se
resuspendieron en medio de cultivo suplementado, para posteriormente ser sembradas en
frascos 0 en un numero determinado de placas “Petri”, dependiendo del experimento a

efectuar.

5.2.- Estudio de sobreexpresion de ADARI1 p110

La linea celular MDA-MB-231 parental o “Wild Type” (WT) se transducieron con el
vector lentiviral (NM_001025107, GenTarget Inc, EE.UU.) o con el vector control (Mock,
Null-Control, GenTarget Inc, EE.UU.) a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 5;
generando de esta manera dos lineas celulares: células MDA-MB-231 que sobreexpresan (SE)
ADARIp110 y células MDA-MB-231 Mock que contienen el vector vacio, respectivamente.
La seleccion de las células establemente transducidas se efectué mediante el antibidtico
Blasticidina 10 pg/ml (cat N° ant-bl-05, InvivoGen, EE.UU.) durante 48 horas. Se muestra

mapa del constructo del vector de sobreexpresion de ADARI1 p110 en Figura 8A.
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Figura 8: Estructura de vectores lentivirales usados para transducir células de la linea
celular MDA-MB-231. La secuencia del transgen (“Target”), se encuentra flanqueado por la
secuencia de repeticion terminal larga (LTR) en el extremo 5" y la secuencia 3'LTR contiene
una delecién adicional que genera que el virus se auto-inactive (SIN) después de su
integracion en el genoma del hospedador. También el vector consta de una sefal de
empaquetamiento (y), un elemento de respuesta a Rev (RRE) y un Tracto central de
Polipurina (cPPT). A) Vector lentiviral de sobreexpresion de ADARIpl110. La secuencia
“Target” esta bajo el promotor constitutivo super Citomegalovirus (suCMV) y, a su vez, el
marcador dual de fusion GFP-Blasticidina (GFP-Bsd) esta bajo el promotor del virus del
sarcoma de Rous (Rsv), seguido del elemento regulador post-transcripcional del virus de la
Hepatitis de la Marmota (WPRE). B) Vector lentiviral de silenciamiento de ADARI total. El
shRNA esta bajo el promotor constitutivo humano U6 seguido del elemento regulador WPRE.
El vector presenta un marcador dual de fusion RFP-puromicina (RFP-Puro/”Marker”) bajo un
promotor Rsv. Imagenes obtenidas desde reporte entregado por GenTarget Inc.

5.3.- Estudio del silenciamiento de ADARI1

La linea celular MDA-MB-231 se transdujo usando vectores lentivirales (GenTarget
Inc) que expresan una horquilla de ARN (shRNA) dirigido contra el transcrito ADARI en una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10. Los vectores lentivirales y sus respectivas secuencias
corresponden  a:  pLenti-U6-shRNA  (TRCN0000336832) 'y  pLenti-U6-shRNA
(TRCN0000336886), llamados shRNA#1 y shRNA#2, respectivamente, utilizando como

control el vector pLenti-U6-shRNA (shControl) que carece del inserto shRNA. Se usé
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Puromicina 1.5 pg/mL (InvitroGen) durante 48 horas para seleccionar las células transducidas
de manera estable, para luego realizar un “cell sorting” de las células monitoreando la sefial de
la Proteina Fluorescente Roja (Red Fluorescent Protein, RFP) codificada lentiviralmente. Se
muestra mapa del constructo del vector usado para el silenciamiento de ADARI total en

Figura 8B.

5.4.- Aislacion de ARN

Las células se lavaron dos veces con 4 mL PBS 1X frio y se homogeneizaron en 1 mL
de Trizol® (cat N° 5596018, Life Technologies, EE.UU.) mediante pipeteo. Luego, se
depositd la muestra en un tubo “eppendorf” de 1,5 mL libre de nucleasas y se almacenaron
a -80°C hasta su posterior uso. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se les
adicioné 200 pL de Cloroformo (cat N° 102447, Merck, Alemania) frio, luego la mezcla se
agitd suavemente y se incubaron durante 10 minutos en hielo. Después, se centrifugaron a
13.000 r.p.m. durante 10 minutos, para posteriormente descartar la fase orgénica y obtener la
fase acuosa que se traspasd a un tubo nuevo. Desde la fase acuosa se precipitd el ARN
utilizando 500 pL de isopropanol frio (cat N° 107022, Merck, Alemania), se agitd mediante
inversion y se dejo incubar durante 15 minutos en hielo. Luego, se centrifug6 a 13.000 r.p.m.
durante 10 minutos y se elimino el sobrenadante obteniendo de este modo el “pellet” de ARN.
El ARN se lavo con 1 mL de etanol al 100% frio y se centrifugd 5 minutos a 10.000 r.p.m.,
para luego eliminar el sobrenadante. Después el ARN se lavo nuevamente con 1 mL de etanol
al 75% (cat N° 100986, Merck, Alemania) frio, se agité mediante inversion y se centrifugd 5

minutos a 14.000 r.p.m. Finalmente, se agregé a la muestra H,O libre de nucleasas
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(cat N° AM9932, Ambion, EE.UU.) para resuspender suavemente el “pellet” de ARN

mediante pipeteo.

5.4.1.- Procedimiento de eliminacion de ADN

Con el proposito de eliminar trazas de ADN en las muestras de ARN total, se utiliz6 el
kit TURBO DNA-free™ Kit” (cat N°, Ambion, EE.UU.). El ARN total fue tratado con
0,1 volumen 10X de turbo DNAse buffer y 1 pL de TURBO DNAsa. Luego, se
homogeneizd suavemente mediante pipeteo y se incubd a 37°C durante 30 minutos.
Después, para inactivar la DNAsa se adiciono 0,1 volumen del reactivo de inactivacion, se
dejo incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 10.000 g durante
1,5 minutos. Posteriormente, se descarto6 el precipitado y se obtuvo el sobrenadante que fue
transferido a un tubo “eppendorf” de 1,5 mL libre de nucleasas nuevo. Finalmente, con
2 uL de la muestra se cuantifico el ARN total en el equipo BioTek™ Cytation 3™ (BioTek

Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU.).

5.5.- Sintesis de ADNc

La sintesis del ADNc se realiz6 a partir de 1 pg de ARN total mediante el kit
AffinityScript™ qRT-PCR cDNA synthesis (cat N° 600559, Agilent Technologies, EE.UU.). La
reaccion de sintesis de ADNc se llevd a cabo con 10 pL de tampdén de mezcla 2X, 1,75 uL
partidores Oligo (dt) (0,5 pg/uL), 0,25 uL de “Random primers” (0,5 pg/uL), 1 uL de enzima
transcriptasa reversa (RT) “Affinity script”, que viene en combinacion de la RNAsa “Block”,
obteniendo un volumen final de reaccion de 20 pL. La mezcla de reaccioén se condujo en un

termociclador con un ciclo inicial a 25°C durante 5 minutos, para permitir uniéon de los
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partidores seguido de un ciclo a 42°C durante 45 minutos, para permitir la reaccion
enzimatica, y finalmente, un ciclo a 95°C durante 5 minutos, para terminar la reaccion. Las
reacciones se llevaron a cabo en el termociclador MaxyGene II Thermal Cycler

(cat N° THERM-1000, Axygen , EE.UU.).

5.6.- RT-qPCR

La reaccion cuantitativa de polimerizacion en cadena (qPCR) se realizd mediante
Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix (cat N° 600828, Agilent Technologies, EE.UU.),
utilizando para cada reaccion 5 pL de SYBR® Green QPCR, 3,75 pL de H,O libre de
nucleasas, 0,25 pL de mezcla de partidores sentido/antisentido (10 uM) y 1 pL. de ADNc
diluido 4 veces. Los partidores de oligonucledtidos especificos utilizados para amplificar
ADARI, p-catenin, MMP-9 y p-actina fueron obtenidos desde “Integrated DNA
Technologies” (IDT, EE.UU.), sus secuencias y programas de qPCR son listados en la
Tabla 1 y la Tabla 2, respectivamente. Para estudiar el nivel de los transcritos se realizaron
tres experimentos independiente, ademads se consideraron triplicados técnicos y se condujeron
las reacciones utilizando un control negativo, constituido por la mezcla de reaccion ausente de
templado. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Eco Real-Time PCR System
({llumina, San Diego, California, EE.UU.). La abundancia relativa de cada ARNm se calculd
usando el método 2**“", Los resultados fueron normalizados utilizando como control interno
B-actina (“housekeeping”) y se expresaron como las veces de cambio relativos a los valores

obtenidos por las células transducidas Mock.
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Tabla 1.- Lista de secuencia de partidores usados en RT-qPCR

Tamano del

Nombre del Secuencia de partidores 3——>5") Amplicén | Referencia
Gen
(pb)
ADAR] Sentido: AAGGCAGAACGCATGGGTTTCA 107 &)
Antisentido: AGTGTCTTTGGCTGTGCTTCTGG
ADAR] Sentido:  AGCACAGACAGCTCAGGTACCA 131 Laboratgrio
Antisentido: CAGTGACGGTGTCTGCTTTCCA Dr. Armisén
ADARI p150 Sentido: CTTTCCGAGGAAACGAAAGCGA 113 &)
Antisentido: CCGCTACTCCGCACTGGAA
Sentido: GACTGAAGGTAGAGAAGGCTACG
ADARI p110 Antisentido: TGCACTTCCTCGGGACAC 100 (85)
CTNNB] Sentido: CCACTGGCCTCTGATAAAGG 79 Laborat(.)rio
Antisentido: ACGCAAAGGTGCATGATTTG Dr. Armisén
MMP-9 Sentido:  AGAATCGCCAGTACTTCCCA 85 Laboratgrio
Antisentido: GCCTGCAACGTGAACATCTT Dr. Armisén
BIRCS Sentido: GCTTCGCTGGAAACCTCTGGA 9 (123)
Antisentido: TCTGGGCAGATGGCTGTTGG
Sentido: ~ ATGCGGATCAAACCTCACCA Laboratorio
VEGF-A i ) 165 Dra.
Antisentido: ACACGTCTGCGGATCTTGTA Marcelain
Sentido: GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT
GADPH Antisentido: GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 127 (123)
ACTIN Sentido:  AACGGCTCCGGCATGTGCAAG 189 &)
Antisentido: GCCGTGCTCGATGGGGTACTT
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Tabla 2.- Programas de RT-qPCR

Pasos de programa de RT-qPCR N°de .
Gen blanco Ist nd 3rd i Ciclos Referencia
95 °C/10 o o 0
ADARI min 95°C/15s | 58°C/15s 72°C/15 s 40 (82)
o Laboratorio
crnngl | P YN0 gseciss | sseciss | 72°C15s | 40 Dr.
min .,
Armisén
o Laboratorio
mmp-9 | N0 oseciiss | 60°ciss | 72°c/15s | 40 Dr.
min .,
Armisén
o Laboratorio
ApAr1 | PO | gsecniss | sgeciiss | 720C/15s | 40 Dr.
min .,
Armisén
95 °C/10 Laboratorio
ADARIpl110 . 95°C/15s | 60°C/15s 72°C/15 s 45 Dr.
min Armisén
95 °C/10 Laboratorio
ADARIp150 min 95°C/15s | 60°C/15s 72°C/15 s 45 Dr.
Armisén
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5.7.- Extraccion de proteinas

Las diferentes lineas celulares utilizadas en este estudios fueron sembradas en placas
“Petri” de 100 mm® y luego de que alcanzaron 80% de confluencia se lavaron dos veces con
4 mL de PBS 1X y se homogeneizaron en 1 ml de tampon RIPA (cat N° 89901, Thermo
Scientific, EE.UU.) compuesto por Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, 1% NP-40, deoxicolato
de sodio de sodio al 1%, pH 7.6 y SDS al 0.1%, complementado con PhosSTOP
(cat N° 04906837001, Roche, Suiza) y con “Protease Inhibitor Cocktail set I” (cat N°539131-
10VL, Calbiochem®, EE.UU.). A continuacién, los homogeneizados se llevaron a “vortex” y
se incubaron durante 30 minutos en hielo (4°C). Posteriormente, para degradar las trazas de
ADN, los extractos proteicos se sonicaron mediante el equipo “Ultrasonic Homogenizer
Systems” (Sonic Ruptor 250, MundoLab, EE.UU.) tres veces durante 5 segundos manteniendo
las muestras en hielo. Las muestras se centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C,
se descartd el sedimento y se recuperd el sobrenadante que fue traspasado a un tubo nuevo.
Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso.

Respecto a los tumores primarios provenientes de roedores, obtenidos durante el
desarrollo del estudio in vivo, una vez fueron extraidos mediante cirugia, la mitad de cada
tumor fue congelado en nitrégeno (N,) liquido hasta su posterior uso. Luego de retirar las
muestras desde el N, liquido se dejaron durante 1 hora a -80°C, para después cortar con bisturi
trozos de ~ 3 mm’ que se depositaron en un termo con N liquido. A continuacion, los trozos
de tejidos se disrumpieron mediante un BioPulverizer (cat N° 59012N, Biospec Products,
EE.UU.), para obtener un tejido pulverizado que fue disuelto en tampon RIPA a 4°C, para
continuar con la extracciéon de proteinas mediante el mismo procedimiento detallado para las

lineas celulares.
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5.8.- Cuantificacion de proteinas

En una placa de 96 pocillos se afiadieron 18 puL. de agua, 2 pL de extracto de proteinas,
y 180 pL de acido bicinconinico (BCA) proveniente del kit Pierce™ BCA Protein Assay
(cat N° 23227, Thermo Scientific™, EE. UU.). Luego, se dejo incubar 30 minutos a 37°C en
oscuridad. Al momento de finalizar la incubacion se procedid a realizar las lecturas de las
absorbancias a 562 nm en el equipo BioTek™ Cytation 3™ (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.). Adicionalmente, se realizé una curva de calibracion a partir de BSA,
donde se interpolaron los resultados de las absorbancias de cada muestra, para obtener la

concentracion de las proteinas totales.

5.9.- Western blot

Los niveles proteicos se estudiaron usando 25 - 45 pg de extractos proteicos totales que
se resolvieron en electroforesis de geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones
denaturantes mediante el uso de dodecilsulfato sodico (SDS). El gel concentrador se utilizo al
4% y el gel resolvedor a 8 - 12% dependiendo del peso molecular (kDa) de la proteina a
evaluar. Las proteinas fueron resueltas con tampon de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM y
SDS al 0,1 %, pH = 8.3; cat N° 161-0732, Bio-Rad Laboratories, EE.UU.) diluido a 1X en
agua destilada, y se utilizd un estandar de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (cat N° 26616, Thermo Scientific, EE.UU.). Luego se realiz6 transferencia en fase
liquida desde el gel SDS-PAGE hacia una membrana de nitrocelulosa 0,2 um de poro
(cat N° 162-0115, Bio-Rad, EE.UU.) utilizando tampo6n de transferencia (Tris 25 mM, glicina
192 mM, Metanol al 20%, pH = 8,3, cat N° 161-0734, Bio-Rad Laboratories, EE.UU.) diluido

a 1X en agua destilada a 100 V o 300 mA dependiendo de la proteina a estudiar. Todos los
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anticuerpos fueron diluidos en solucién de BSA al 5% (cat N° BM-0150, Winkler, Chile) en
tampon T-TBS (Tris 20 mM; NaCl 500 mM; pH=7,5, cat N° 170-6435, Bio-Rad Laboratories,
EE.UU.) suplementado con Tween-20 al 0,1% y diluido a 1X en agua destilada. Una vez
finalizada la transferencia se enjuagaron las membranas con solucion T-TBS 1X durante
15 minutos. Para verificar la trasferencia de proteinas hacia la membrana y proceder a
cortarlas mediante un bisturi, se sumergieron en “Rojo Ponceau” (cat N° BM-1492, Winkler,
Chile) durante 15 minutos en agitacion. Posteriormente, las membranas se enjuagaron con
T-TBS 1X hasta retirar completamente el Rojo Ponceau. Para bloquear los sitios de union
inespecifica del anticuerpos primario en la membrana, se procedi6é a sumergirlas en BSA al
5% en tampoén T-TBS 1X durante 30 minutos. Luego las membranas se incubaron con el
anticuerpo primario (Tabla 3) toda la noche a 4°C en agitacion suave. Después de enjuagar las
membranas en T-TBS 1X durante 30 minutos, se incubaron en anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa (Tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
suave. Luego, las membranas se enjuagaron en T-TBS 1X durante 15 minutos y para detectar
la sefial de los anticuerpos las membranas se sumergieron en el reactivo de
quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate” (cat N° 34077,
Thermo Scientific, EE.UU.) durante 1 minuto y se revelaron las imagenes exponiendo las
membranas a distintos tiempos en el equipo “Chemiluminescence Imaging System” (Clinx
Science Instruments Co., Ltd., Shanghai, China). A continuacion, la intensidad de la sefial se
detectd mediante “Image Studio ™ Lite Western Blot Analysis software” (Version 4.0,
LI-COR, EE.UU.). Para el analisis de los resultados, la intensidad de las sefiales obtenidas
para cada banda proteica, se normalizaron con el nivel proteico de a-Tubulina o B-Actina,

segun correspondiese.
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Para estudiar en la misma membrana el nivel proteico de [-catenina total o
desfosforilada (B-catenina activa), debido a que ambas formas de la proteina poseen similar
peso molecular (kDa), se realizd “stripping” de la membrana revelada utilizando el reactivo
“Restore ™ Plus Western Blot Stripping Buffer” (cat N° 46430, Thermo Scientific, EE.UU.),

para luego continuar con la evaluacion del segundo anticuerpo.
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Tabla 3.- Lista de anticuerpos primarios

Proteina

Dilucion

Clonogenicidad

Proveedor/
N° de Catalogo
(Cat #)

Uso

ADARI1

1:200/1:200

Monoclonal

Cell Signaling
Technology
14175

WB/IFI

ADARI

1:750/1:5000

Policlonal

Abcam
Ab168809

THQ/WB

GSK-3p

1:1000

Monoclonal

BD
Transduction

Laboratories
610201

WB

AKT

1:2000

Policlonal

Cell Signaling
Technology
9272

WB

B -catenina

1:1000/1:200

Monoclonal

BD
Transduction

Laboratories
610154

WB/IFI

B -catenina
(Ser33/Thr41)

1:200

Monoclonal

Millipore
05-665

WB

Survivina

1:1000/1:100

Policlonal

R&D Systems
AF886

WB/IHQ

Ciclina D1

1:1000

Monoclonal

Cell Signaling
Technology
2978

WB

Ciclina D1

1:50

Monoclonal

Santa Cruz
Biotechnology
sc-6281

WB

c-Myc

1:1000

Policlonal

Cell Signaling
Technology
9402

WB

E-cadherina

1:1000

Monoclonal

Invitrogen
33-4000

WB

Cadherina-11

1:1000

Monoclonal

Cell Signaling
Technology
135778

WB

CD-31

1:50

Policlonal

Abcam
Ab28364

THQ

o-Tubulina

1:6000

Monoclonal

Sigma-Aldrich
T5168

WB

B-Actina

1:10000

Monoclonal

Sigma-Aldrich
A5441

WB
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Tabla 4.- Lista de anticuerpos secundarios

. o es Proveedor/
Anticuerpo Dilucion N° de catdlogo (Cat N°) Uso
Goat anti-Rabbit ) Bio-Rad
HRP Conjugate 1:6000 170-5046 WB
Goat anti-Mouse ) Bio-Rad
HRP Conjugate 1:6000 170-5047 WB
Alexa Fluor® 555 ) ThermoFisher
Anti-Rabbit 1:300 A21429 IFl
Alexa Fluor® 555 ) ThermoFisher
Anti-mouse 1:300 A21424 IFl
Rockland Immunochemicals,
Anti-Mouse IgG 1:500 Inc [HQ
610-4302
Rockland Immunochemicals,
Anti-Rabbit IgG 1:500 Inc [HQ
611-1302

WB: Western Blot; IF1: Inmunofluorescencia Indirecta; IHQ: Inmunohistoquimica.



5.10.- Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta

Las células se sembraron y cultivaron en Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide System
(cat N° 177445, ThermoFisher, EE.UU.) hasta alcanzar 90% de confluencia. Luego, las
células se lavaron dos veces con 200 pL de PBS 1X frio, para posteriormente fijarlas
utilizando 250 pL de una solucion de 3.7% formaldehido (cat N° 47608, Sigma-Aldrich,
EE.UU.) durante 15 minutos en hielo. Luego de la fijacion se enjuagd dos veces con 200 pL
de PBS 1X frio durante 5 minutos, y para permeabilizar las células se adicionaron 250 uL de
Tritén X-100 al 0.2% (cat N° BM 2020, Winkler, Chile) en PBS durante 10 minutos. Después,
se utilizd la solucion de bloqueo de 3% BSA (cat N° BM-0150, Winkler, Chile) en Triton
X-100 al 0.2% PBS 1X durante 45 minutos en camara humeda a 4°C. A continuacion, se
incubaron las células con 60 pL de anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (Tabla 3).
Las células se enjuagaron 3 veces con 200 pL. de PBS 1X frio durante 5 minutos en agitacion
suave, para luego incubarlas con 60 pL de anticuerpo secundario durante 45 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Nuevamente, las células se enjuagaron tres veces con
200 pL de PBS 1X frio durante 3 minutos en agitacion suave, luego se retiraron las trazas de
PBS 1X y se adiciond sobre las células fijadas una gota de “ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI’ (cat N° P36935, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), para
posteriormente montar los cubreobjetos. Las imagenes se capturaron mediante un microscopio
de fluorescencia (System Microscope BX53, Olympus, Japén) y se utilizé el “software

ImageJ” (NIH, 1.47v, EE.UU.) para analizar las imagenes.
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5.11.- Ensayo reportero de luciferasa TOP/FOP

En placas de 6 pocillos se sembraron 4 x 10° células MDA-MB-231 y luego de
24 horas de post-siembra, cuando las células alcanzaron ~70% de confluencia se transfectaron
con 1200 ng de pladsmido TOP-Flash o con el plasmido Fop-Flash. En paralelo las células se
co-transfectaron con 200 ng del plasmido pRL-TK (cat N° E2231, Promega, EE.UU.) utilizado
para la normalizacion de los ensayos reporteros. Las transfecciones se realizaron utilizando
Lipofectamine 3000 (cat N° L3000008, InvitroGen, EE.UU.) acorde a las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, 48 horas post-transfeccion la actividad luciferasa fue medida
mediante el kit “Dual Luciferase® Reporter Assay” (cat N° E1910, Promega, EE.UU.),
utilizando 40 pL de extracto proteico. La luminiscencia producida gracias a la actividad
luciferasa fue capturada mediante el equipo BioTek™ Cytation 3™ (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.). La actividad de la luciferasa de luciérnaga expresada a partir de los
plasmidos TOP-Flash y FOP-Flash, se normalizaron con la actividad luciferasa de Renilla,
para finalmente obtener la razén de TOP/FOP. Como controles positivos de los ensayos
reporteros luego de 24 horas post-transfeccion, las células MDA-MB-231 se estimularon
24 horas con 25 mM de LiCl (cat N° L-8895, Sigma-Aldrich, EE.UU.) y 20 uM de
SB-2167631 (cat N° 1615, Tocris Bioscience, Reino Unido) (124), utilizando como control de
este procedimiento células tratadas con NaCl (cat N° 106404, Merck, Alemania) y DMSO
(cat N° D2650, Sigma-Aldrich, EE.UU.) segun el inhibidor, respectivamente. Cada
experimento fue realizado por triplicado y para cada medicion también se realizaron
triplicados técnicos.

Adicionalmente, para evaluar la eficiencia de transfeccion, las células MDA-MB-231

se transfectaron con el plasmido de GFP (cat N° EX-EGFP-M13, GeneCopoeia, EE.UU.).
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Luego de 48 post-transfeccion las células fueron chequeadas mediante el equipo “BioTek™

Cytation 3™ (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU.).

5.13.- Ensayo de cierre de herida

En placas de 6 pocillos se sembraron células en medio DMEN/F12 suplementado con
SBF al 2,5% y se cultivaron hasta que alcanzaron ~90% de confluencia. Luego sobre la
monocapa celular se realizd una herida (tiempo cero) de esquina a esquina en el medio del
pocillo con una punta de 200 pL, para luego retirar las células que se levantaron mediante
2 lavados con PBS 1X. Después con la finalidad de observar la migracion de las células, se
capturaron imagenes 100 X a las 0, 6, 8 y 12 horas después de realizada la herida, utilizando
el equipo BioTek™ Cytation 3™ (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU.). La

medicion de cierre de herida se obtuvo mediante el “software ImageJ” (NIH, 1.47v, EE.UU.).

5.14.- Ensayo de Migracion celular en camara de Boyden

En la zona inferior de las cdmaras (o insertos) de Boyden se adicionaron 80 pL de
Fibronectina (2 pg/mL, cat N° F1141, Sigma-Aldrich, EE.UU.) diluida en PBS 1X y se
dejaron incubar durante toda la noche a 4°C. Luego en la parte superior de las camaras de
Boyden (cat N° 3458, Transwell®, Corning, EE.UU.) se sembraron 2 x 10° células
homogenizadas en 200 pL. de medio DMEN/F12 libre de SBF; y se adicion6 debajo de los
insertos en cada pocillo 500 uL. de medio DMEN/F12 suplementado con 10% SBF, utilizado
como quimioatractante (125). Después de 24 horas de incubacion a 37°C en una atmosfera
humidificada y 5% CO,, se retir6 el medio de cultivo de las camaras y las células que no

migraron se retiraron suavemente con un bastoncillo de algodon. A continuacidn, las camaras
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se sumergieron en 250 pL de solucion de PFA al 3.7% y se dejo incubar durante 15 minutos.
Después, para tefiir las células que migraron, las cdmaras se sumergieron en una solucion de
cristal violeta al 0,1% (cat N° C-6158, Sigma-Aldrich, EE.UU.) con metanol
(cat N° 1060095000, Millipore, EE.UU.) al 20% (cat N° 106009, Millipore, EE.UU.) y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las camaras se lavaron 3
veces con PBS 1X, se dejaron secar durante 1 hora a temperatura ambiente, para luego
capturar 10 iméagenes a 20 X de cada condicién a distintos campos mediante el equipo
BioTek™ Cytation 3™ (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VI, EE.UU.) el “software

ImageJ” (NIH, 1.47v, EE.UU.).

5.15.- Ensayo de Invasion celular en Matrigel

La invasion celular se estudio utilizando insertos de “Transwell” compuestos por una
membrana de policarbonato (PET) con poros de 8.0 um cubiertos con matrigel (cat N° 354480,
Corning, EE.UU.). Para hidratar el matrigel se adicion6 sobre los insertos 500 pL de medio
DMEN/F12 deprivado de SBF, para luego incubar a 37°C durante 2 horas. A continuacion,
2 x 10" células MDA-MB-231 se resuspendieron en 500 uL de medio DMEM/F12 en ausencia
de SBF y se sembraron sobre cada inserto. A su vez, se utilizdo como quimioatractante 500 pL
de medio DMEN/F12 suplementado con 10% SBF, que se adicion6 debajo de los insertos en
cada uno de los pocillos. El sistema se mantuvo durante 24 horas a 37°C en atmosfera
humidificada y 5% de CO, como fue descrito previamente por Mendoza., et al 2013 (125). Las
células que no invadieron el matrigel, se removieron suavemente con un bastoncillo de
algodon. Las células embebidas en los insertos se fijaron con 250 pL de solucion de PFA al

3.7% y se dej6 incubar durante 15 minutos. Luego, se lavaron las membranas con 200 pL de
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PBS 1X dos veces durante 5 minutos, para después permeabilizar las células con Triton X-100
al 0.2% diluido en PBS 1X. Posteriormente, las membranas se separaron desde los insertos
mediante un bisturi, para ser depositadas sobre un portaobjeto. Después, para marcar los
nicleos celulares se adicion6 sobre las membranas una gota de “ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI” (cat N° P36935, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y se montd con
cuidado un cubre-objeto cuidando de no dejar burbujas. Se capturaron 10 imagenes por cada
condicién utilizando un microscopio de fluorescencia (System Microscope BX53, Olympus,
Japon). Finalmente, se cuantificd el nimero de nucleos por campo mediante el “software

ImageJ “ (NIH, 1.47v, EE.UU.).

5.16.- Ensayo de exclusion por azul de tripan

Un namero de 100.000 células se sembraron en placas de 6 pocillos y se cultivaron en
medio DMEN/F12 suplementado con BSA al 10%. A las 24 horas post-siembra comenzo la
evaluacion de la proliferacion y viabilidad celular. Las células se lavaron con PBS 1X, se les
adicion6 1 mL de tripsina 1X, y se dejo incubar durante 5 minutos a 37°C. Luego, en tubos de
15 ml se resuspendieron las células en medio DMEN/F12 suplementado con BSA al 10%
(razon 1:1) y se sometieron a centrifugacion. Posteriormente, el precipitado de células se
resuspendié suavemente en 1 mL de medio DMEN/F12 fresco y en un tubo de 1,5 mL se
mezclaron 15 pL del homogeneizado celular con 15 pL de azul de tripan (cat N° 25-900-ClI,
Corning, EE.UU.) al 0,4% (razon 1:1). A continuacion, las células se contaron en el equipo
“Luna-FL™ Dual Fluorescence Cell Counter” (Logos Biosystems, Gyeonggi-do, Corea del
sur), en duplicado, obteniendo el numero de células vivas, células muertas y viabilidad celular

expresada en porcentaje (%). Estos pasos se repitieron a las 48, 96 y 72 horas post-siembra.
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5.17.- Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c NOD-SCID libres de patdgenos de
12 semanas de edad. Los animales se obtuvieron desde “Jackson Laboratories” (Bar Harbor,
Maine, EE.UU.) y se mantuvieron en el Bioterio de “Andes Biotechnologies”. Todos los

procedimientos y condiciones experimentales se aprobaron por el Comité de Bioética local.

5.18.- Estudio de crecimiento de tumor in vivo

5.18.1.- Tratamiento de células para inoculacion en animales

Las células MDA-MB-231 de la condicion WT, Mock y ADARIpl110 (SE) se
sembraron en frascos T150, y se cultivaron hasta que alzaron un méaximo de 70% de
confluencia. Después las células se levantaron con 2 ml de Tripsina 1X (cat N° 25-054-CI,
Corning, EE.UU.) a 37°C, y para inactivar la enzima se utilizaron 4 ml de medio de cultivo
DMEM/F12 suplementado con SBF al 10% (razon 2:1). Posteriormente, se depositaron las
células en un tubo de 15 ml, y se centrifugaron a 2000 r.p.m. durante 5 minutos. Una vez
obtenido el “pellet” celular, se lavd dos veces con NaCl al 0.9% estéril y subsecuentemente,
las células se resuspendieron suavemente mediante pipeteo suave en la misma solucion salina
fisiolégicamente estéril. A continuacion, las células se contaron utilizando el equipo
“Luna-FL™ Dual Fluorescence Cell Counter” (Logos Biosystems, Gyeonggi-do, Corea del
sur), en duplicado. Finalmente, se llevaron a una concentracién de 2.5 x 10° de células/100 pL

de solucion NaCl al 0,9% estéril.
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5.18.2.- Evaluacion del comportamiento tumoral en el tiempo

Los animales se distribuyeron aleatoriamente para formar tres condiciones de estudio
segin el tipo de células MDA-MB-231 (WT, Mock o ADARIpl110 (SE)) que fueron
inoculadas en los animales. Los ratones se inocularon en el lomo subcutidneamente con
2.5 x 10° células homogeneizadas en 100 pL de solucion fisiologicamente estéril siguiendo el
regular protocolo descrito por Lobos-Gonzélez., et al 2014 (126), en ciego. La presencia de los
tumores se detectd por palpacion y luego utilizando un pie de metro digital se midid el
didmetro largo y el didmetro corto de los tumores. El volumen de los tumores se determin6
empleando la siguiente formula: Volumen Tumoral = ancho® x largo x m/6. Las recurrencias

tumorales se detectaron mediante palpacion de la misma manera que los tumores primarios.

5.18.3.- Evaluacion de invasion celular en TSCs

Una vez desarrollados los tumores fueron evaluados periddicamente y cuando se
observo en los TSCs los siguientes sintomas: crecimiento de la piel, pérdida de pelo y
presencia de costra; los animales se anestesiaron con Ketamina/Xilacina (100:10 v/v), para
extraer mediante cirugia los tumores. Después de efectuada la cirugia, los animales se trataron
con medicacion paliativa. Los animales se mantuvieron bajo estrecha observacion y se
realizaron todos los procedimientos de acuerdo con los criterios establecidos para los modelos
de tumores in vivo (127-129). En consecuencia, los animales que presentaron sefiales de
agresividad tumoral recibieron eutanasia antes del dia 58 post-inoculacion, dia en que finalizd
el estudio in vivo. Luego de eutanasiar los animales, se procedio a extraer los TSCs que no
habian sido previamente retirados y con la finalidad de evaluar la invasion celular, por parte de

las células tumorales hacia el epitelio del lomo de los animales, se realiz6 en ciego un analisis
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histopatologico de tejido proveniente de los tumores primarios, a través, de tinciones de
Hematoxilina/Eosina (H/E). Imagen de diagrama experimental obtenido desde

https://biorender.com/

5.19.- Inmunohistoquimica

Una mitad de cada uno de los tumores se fijaron en solucion de PFA al 4% y luego se
embebieron en parafina. Brevemente, cortes de 5 pum de grosor se secaron a vapor a 60°C
durante 1 hora, para luego desparafinarlas en xileno y re-hidratarla en una bateria de alcoholes.
Luego, se realiz6 la recuperacion del antigeno utilizando la solucidon “Target Retrieval” (cat
N° S1699, DAKO, EE.UU.) durante 20 minutos en vapor. Para neutralizar la peroxidasa
enddgena se trataron los tejidos con H,O, al 0,3% diluido en PBS 1X durante 10 minutos,
para después bloquear con una solucidon de suero normal de cabra al 2% (cat N° 71-00-27,
KPL, EE.UU.), Tritén X-100 al 0,3% en PBS durante 30 minutos. Los cortes de tejido entre
cada paso se lavaron con PBS 1X. Posteriormente, las muestras se incubaron en anticuerpo
primario toda la noche a 4°C (Tabla 1). Luego de lavar nuevamente los tejidos con PBS 1X,
se incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla 2) conjugado con peroxidasa durante 1 hora
a temperatura ambiente. A continuacion, los cortes de tejido se lavaron, para obtener la
marcacion positiva usando el kit “DAB Substrate Kit” (cat N° ab94665, Abcam, EE.UU.). La
co-tinciéon de los tejidos se realizd adicionando “Contrast Blue” (cat N° 71-00-06, KPL,
EE.UU.). Finalmente, los tejidos se deshidrataron y los cubreobjetos se montaron con

Entellan® (cat N° 1079610100, Sigma-Aldrich, EE.UU.).
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5.19.1.- Analisis de las inmuneotinciones

En la evaluacion histologica de ADARI y Survivina, se utilizo un corte por cada muestra
de tumor, y con la finalidad de estudiar la formacién de vasos sanguineos en los tumores
primarios, se consideré examinar el marcador de angiogénesis, CD-31, en tres cortes
provenientes de diferentes zonas del tejido: al inicio, al centro y al final de la muestra. En
paralelo, se realizé un control negativo sin anticuerpo primario. Para cada IHQ de ADAR1 y
de Survivina se capturaron 5 imagenes y para cuantificar CD-31 en todos los vasos sanguineos
generados en los tumores primarios, se obtuvieron 5 a 45 imagenes mediante el microscopio
optico “Leica Microsystems CMS GmbH” (DM1000 LED, Wetzlar, Germany).
Adicionalmente, en el estudio de neoangiogénes de los tumores primarios, se realizd6 una
evaluacion histopatologica para corroborar primero la existencia de los vasos y discriminar los
vasos sanguineos provenientes de los TSCs, de los vasos sanguineos formados desde el propio
tejido del animal (que circundan los TSCs) y que por lo tanto, fueron descartados del estudio.
El analisis densitométrico se llevo a cabo mediante el “software Image Pro Plus 6.0v” (Media
Cybernetics Inc, Inglaterra) y las imdgenes representativas se capturaron con el escaner digital

de diapositivas “NanoZoomer XR” (Hamamatsu Photonics, Japon).

5.20.- Analisis Estadisticos

Los analisis de los datos se realizaron utilizando el “software Graph Pad Prism”
(Version 7.02v). Los datos se presentan como valores medios de al menos tres experimentos
independientes con S.D. o S.E.M. Los datos se analizaron primeramente con la prueba de

“Kolmogorov-Smirnov” para establecer si la distribucion de los datos era normal.
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Posteriormente, si los datos eran no paramétricos se analizaron con la prueba de
“Mann-Whitney”, mientras que los datos paramétricos se analizaron con la prueba-t pareada.
Los comportamientos tumorales se estudiaron con ANOVA de una via, seguido de la
post-prueba de “Tukey” de multiples comparaciones. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativos cuando P < 0.05.

52



6. RESULTADOS
6. 1.- Objetivo especifico 1. Estudiar in vitro la funcion de la isoforma p110 de

ADARI1 como regulador positivo de B-catenina en cé€lulas de cdncer de mama.

6.1.1.- Niveles de ADARI1 en lineas celulares representativas de distintos subtipos de

cancer de mama y regulacion lentiviral de su expresion

Dado que nuestro estudio se centra en el rol que desempefia ADARI en el cancer de
mama triple negativo, si bien no formo6 parte de alguno de los objetivos especificos,
consideramos relevante comenzar con la evaluacion de la expresion de ADARI en diferentes
lineas celulares que corresponden, a su vez, a distintos subtipos de cancer de mama. Las lineas
celulares utilizadas fueron la MCF-7 y ZR-75-1 (subtipo Luminal A) y MDA-MB-231
(subtipo TNBC).

En primer lugar, se aislé el ARN total y se encontro que el nivel de transcrito de
ADARI1 usando RT-qPCR no varia entre una linea celular y otra (Figura 9A). Luego, usando
extractos proteicos totales se estudid el nivel de la isoforma pl10 de ADARI] mediante
Western blot. De forma similar a lo observado con ¢l nivel de transcrito de ADARI, el nivel
proteico de ADARIp110 no presenta una diferencia significativa entre los distintos tipos de

lineas celulares evaluadas (Figura 9B).
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Figura 9: Caracterizacion de la expresion de ADARI1 en diferentes lineas celulares de
cancer de mama. Se utilizaron células de cancer de mama del subtipo triple negativo
(MDA-MB-231) y Luminal A (MCF-7 y ZR-75-1), para aislar el ARN y extraer proteinas
totales. (A) Andlisis del nivel de transcrito de ADAR1, mediante RT-qPCR. Los resultados se
normalizaron por la expresion de B-Actina usado como “housekeeping”’. (B) Evaluacion del
nivel proteico de ADARI1p110, mediante Western blot. Para normalizar los resultados se uso
la proteina f—Actina como control de carga. Se muestran representativos blots sobre la grafica
que muestran el analisis de las densitometrias obtenidas en los Western blot. Los datos
corresponden al promedio de las veces de cambio, relativas a los valores obtenidos para la
linea celular MDA-MB-231 + S.E.M de tres experimentos independientes (n = 3); analisis de
Kruskal-Wallis, con post test de Dunn’s ; NS: no se encontraron diferencias significativas.
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Por otro lado, como ADARI posee dos isoformas en mamiferos, ADARIpl10 y
ADARI1p150 (28), se analiz6 el nivel de transcrito de ambas isoformas de ADAR1 mediante
RT-qPCR, no observandose cambios de ADARIpl110 en las distintas lineas celulares
analizadas (Figura 10A). Sin embargo, el nivel de ADARI1p150 en las células MCF-7 es
mayor en comparacion al encontrado en células MDA-MB-231 (Figura 10B). En el caso de
las células ZR-75-1, no se encontraron diferencias significativas en el contenido de ARNm de

ADARIpI150 respecto a las otras lineas celulares evaluadas (Figura 10B).
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Figura 10: Determinacion del transcrito de ADAR1p110 y de ADAR1p150 en diferentes
lineas celulares de cancer de mama. Se aisl6 ARN total de células de cancer de mama del
subtipo triple negativo (MDA-MB-231) y Luminal A (MCF-7 y ZR-75-1), para evaluar el
nivel de transcrito de ADARIpl110 (A), y de ADARI1p150 (B), por medio de RT-qPCR. Los
resultados se normalizaron por la expresion de B-Actina usado como “housekeeping”. Los
datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos a los valores obtenidos en la
linea celular MDA-MB-231 + S.E.M de al menos tres experimentos independientes (n = 3);
Kruskal-Wallis, con post test de Dunns; NS: no se encontraron diferencias significativas.
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6.1.2.- Determinacion del nivel basal de ADAR1p110 y de ADAR1p150 en las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF-10

Como este estudio se focaliza en el cancer de mama del subtipo triple negativo,
decidimos usar la linea celular MDA-MB-231, que es un modelo ampliamente aceptado para
estudiar este subtipo de cancer de mama (130). Dado que no se observaron diferencias en la
expresion de ADARI1p110 en las distintas lineas celulares de cancer de mama evaluadas
(Figura 9B y Figura 10A), decidimos extender nuestro estudio usando a modo de
comparacion una linea celular epitelial no tumoral (MCF-10). Mediante Western blot se
encontrd que el nivel de ADAR1p110 es mayor, en relacion al contenido de ADAR1p150 en
ambas lineas celulares (ver resultado en seccion de Introduccion, Figura 5). Luego, al
comparar el nivel proteico de ADARIpl150 y de ADARIp110 en ambos tipos celulares,
encontramos que la linea de cancer de mama metastasico MDA-MB-231 posee un menor
contenido de ADARIp150 y de ADARI1p110 en comparacion a la linea no tumoral MCF-10

(Figura 11A y 11B, respectivamente).
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Figura 11: Determinacion del nivel basal de la isoforma p150 y p110 de ADARI1 en
diferentes lineas celulares de mama. Se determiné el nivel proteico de ADARIpl150 y de
ADARIpI110 en la linea celular epitelial de mama MCF-10 (A) y en la linea celular de cancer
de mama triple negativo MDA-MB-231 (B), mediante Western blot. Para normalizar los
resultados se utilizéd la proteina o—Tubulina como control de carga. Se muestran blots
representativos sobre cada una de las graficas que muestran el analisis densitométrico de los
Western blot. Los datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos a las
células MDA-MB-231 + S.E.M; en (A) de cuatro experimentos independientes (n = 4) y en
(B) de cinco experimentos independientes (n = 5); * p < 0.05; ** p < 0.01; prueba de
Mann-Whitney.
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6.1.3.- Caracterizacion de la sobreexpresion de ADARI1p110 en el modelo celular

MDA-MB-231

Con el objetivo de conocer el posible efecto de ADARIp110 sobre la activacion de
B-catenina y considerando que su nivel proteico se encuentra disminuido en la linea tumoral
MDA-MB-231 en relacion a la linea no tumoral MCF-10, se sobreexpres6 de forma estable
ADARIp110 mediante transduccion lentiviral, generando dos lineas de MDA-MB-231: una
que sobreexpresa ADARIpl110 (ADARI1p110 (SE)) y otra que fue transducida con el vector
vacio que no codifica a la proteina ADAR1p110 (Mock), usada como control.

Para seleccionar las células que habian sido transducidas con el vector lentiviral, se
suplement6 el medio de cultivo con el antibidtico Blasticidina. De las células seleccionadas se
aislo6 ARN total y extractos proteicos totales con la finalidad de evaluar la cantidad de
ADARI. De este modo, el aumento de ADARI1 fue confirmado por la cuantificacion del nivel
de transcrito mediante RT-qPCR (Figura 12A) y nivel proteico mediante Western blot
(Figura 12B). Los datos mostraron que la sobreexpresion duplicé el nivel basal de
ADARIpI110, tanto del transcrito como del proteico.

También, analizamos mediante microscopia de fluorescencia la localizacion de
ADARLI, la cual ha sido ampliamente reportada que es principalmente a nivel nuclear (43, 44,
46). Como era de esperar, observamos que ADAR1 aument6 su localizacion en el nucleo y
ademas el andlisis densitométrico corrobor6 que es mayor en células ADARI1p110 (SE),

respecto a las células Mock (Figura 13).
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Figura 12: Determinacion de la sobreexpresion de ADAR1p110 en la linea celular
MDA-MB-231. Las células de cancer de mama del subtipo triple negativo, MDA-MB-231, se
transducieron lentiviralmente con un vector control (Mock) o con un vector para sobreexpresar
la isoforma pl10 de ADAR1 (ADARIpl110 (SE)). Posteriormente, las células fueron
seleccionadas con Blasticidina (10 pg/ml) durante 48 horas (ver materiales y métodos). (A)
Evaluacion del nivel de transcrito de ADARI, mediante RT-qPCR. Los resultados se
normalizaron por la expresion de B-Actina usado como “housekeeping”. (B) Evaluacion del
nivel proteico de ADAR1p110, mediante Western blot. Para normalizar los resultados se uso
la proteina a—Tubulina como control de carga. Se muestran representativos blots sobre las
graficas que muestran el andlisis de las densitometrias obtenidas en los Western blot. Los
datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativas al control Mock + S.E.M de
cuatro experimentos independientes (n = 4); * p < 0.05; prueba de Mann-Whitney.
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Figura 13: Localizacion celular de ADARI1 en células MDA-MB-231. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se estudio la localizacion celular de ADARI en el citoplasma y
nicleo de células MDA-MB-231 Mock y en células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE). (A)
Imégenes representativas de la inmunofluorescencia de ADAR1 mostrada en color rojo de un
experimento independiente (n = 1). Los nucleos se tifieron con DAPI y son visualizados en
color azul. (B) Grafica de la cuantificacion densitométrica de la inmunofluorescencia de
ADARI que muestra la razéon Nucleo/Citoplasma como unidades arbitrarias (UA). Las
imagenes se obtuvieron a 60X y la barra de escala corresponde a 12 um.
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6.1.4.- Efecto de la sobreexpresion de ADARIp110 sobre componentes claves de la via

Whnt canodnica

A continuacién, para estudiar la activacion de la via Wnt candnica examinamos
mediante Western blot la cantidad proteica relativa de algunos componentes claves que
participan en esta via de sefializacion, GSK-3f y B-catenina, asi como de AKT/PKB que es
una enzima que inhibe la activacion de GSK-3f mediante fosforilacion (131). En células
MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) se observdé que GSK-3f disminuye respecto a las células
Mock (Figura 14A), en cambio, el nivel de AKT total aumenta alrededor de 2 veces sobre el
nivel basal detectado en células Mock (Figura 14B).

La sobreexpresion de ADARI no produjo cambios en el ARNm de B-catenina respecto
a las células Mock (Figura 15A), sin embargo, gener6 el aumento de B-catenina total (Figura
15B). Luego, se analiz6 el nivel de B-catenina activa (ie. no fosforilada en los residuos de
Ser37/Thr41) encontrandose un aumento de 1,7 veces en células ADAR1p110 (SE) respecto a
células Mock (Figura 15C).

Por otro lado, se evaluo el impacto de la sobreexpresion de ADARIp110 sobre la
localizacion de B-catenina mediante microscopia de fluorescencia. Los resultados mostraron
que la localizacion de P-catenina aumenta en el nucleo de células ADARIp110 (SE)

comparado a células Mock (Figura 16).
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Figura 14: Aumento de ADAR1p110 induce cambios en el contenido proteico total de
GSK-3p y de AKT en la linea celular MDA-MB-231. En células MDA-MB-231 Mock y en
células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) se evaluo el nivel proteico de GSK-38 (A) y de
AKT total (B), mediante Western blot. Para normalizar los resultados se us6é como control de
carga la proteina o—Tubulina y B—Actina, respectivamente. Se presentan blots representativos
sobre las graficas que muestran el analisis densitométrico de los Western blot efectuados para
cada una de las proteinas estudiadas. Los datos corresponden al promedio de las veces de
cambio, relativos al control Mock + S.E.M; en (A) de cuatro experimentos independientes
(n=4) y en (B) de tres experimentos independientes (n = 3); * p < 0.05; prueba de
Mann-Whitney.
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Figura 15: Sobreexpresion de ADARI1p110 promueve la activacion de la via de
safializacion Wnt/B-catenina en la linea celular MDA-MB-231. En células MDA-MB-231
control (Mock) y en células MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) se estudi6 la expresion de
B-catenina. (A) Analisis mediante RT-qPCR del transcrito de P-catenina. Los datos se
normalizaron por la expresion de B-Actina usado como “housekeeping . (B) Estudio del nivel
proteico de B-catenina total y de de B-catenina no-fosforilada en (C), mediante Western blot
usando como control de carga la proteina a—Tubulina y P—Actina, respectivamente. Se
presentan blots representativos sobre las graficas que muestran el andlisis densitométrico de
los Western blot efectuados para cada una de las proteinas estudiadas. Los datos corresponden
al promedio de las veces de cambio, relativos al control Mock + S.E.M de cuatro experimentos
independientes (n = 4); (A), no significancia (NS), p > 0.05, prueba t pareado; (B) y (C),
*p <0.05, prueba de Mann-Whitney.
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Figura 16: Localizacion celular de p-catenina en células MDA-MB-231. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se estudid la localizacion celular de f3 -catenina en el
citoplasma y nucleo de células MDA-MB-231 Mock y en células MDA-MB-231 ADARIp110
(SE). (A) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de 3 -catenina mostrada en
color rojo de un experimento independiente (n = 1). Los nucleos se tifieron con DAPI y son
visualizados en color azul. (B) Grafica de la cuantificacion densitométrica de la
inmunofluorescencia de B-catenina que muestra la razéon Nucleo/Citoplasma como unidades
arbitrarias (UA). Las imégenes se obtuvieron a 60X y la barra de escala corresponde a 12 pum.
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6.1.5.- Efecto del silenciamiento de ADARI1p110 sobre p-catenina en células

MDA-MB-231

Para estudiar el efecto de la disminucion intracelular de ADAR1 sobre el contenido de
B-catenina total, las células MDA-MB-231 se transducieron de forma estable por medio de
vectores lentivirales que expresan “short hairpin RNA” (shRNA) dirigidos contra el ARNm de
ADARI. Como control negativo se usé un vector lentiviral que codifica un shRNA
“scramble” (shControl). Una vez las células fueron transducidas, se seleccionaron
suplementando el medio de cultivo con el antibidtico Puromicina y posteriormente se realizo
un “Cell Sorting” de las células que sobrevivieron al antibidtico, monitoreando la presencia de
la proteina fluorescente roja RFP (“Red fluorescent protein”) expresada por los vectores
lentivirales.

Para determinar el porcentaje de silenciamiento de ADARI1 se realizaron Western
blots, obteniéndose una reduccion de un 42% y 34% con el uso de shRNA#1 y shRNA#2,
respectivamente (Figure 17).

El silenciamiento de ADARI1 obtenido de forma independiente por cada shRNA
generd alrededor de un 45% de disminucion en el nivel de B-catenina total respecto a células

shControl (Figura 18).
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Figura 17: Evaluacion del silenciamiento de ADAR1p110 en la linea celular
MDA-MB-231. Las células de cancer de mama del subtipo triple negativo, MDA-MB-231, se
transducieron lentiviralmente con un vector control (shControl) o con vectores que codifican
“short hairpin RNA” (shRNA#1 y shRNA#2) para silenciar el transcrito de ADARI.
Posteriormente, las células fueron seleccionadas con Puromicina (1,5 pg/mL) durante 48 horas
y luego sorteadas mediante citometria de flujo (ver materiales y métodos). La evaluacion del
nivel proteico de ADARI1p110 se realiz6 usando extractos proteicos totales, mediante Western
blot. Para normalizar los resultados se usé la proteina o—Tubulina como control de carga. Se
muestran representativos blots sobre las graficas que muestran el andlisis de las densitometrias
obtenidas en los Western blot. Los datos corresponden al promedio de las veces de cambio,
relativas a la condicién shControl + S.E.M de cuatro experimentos independientes (n = 4); No
se encontraron diferencias (NS) entre las distintas condiciones, p > 0.5; * p < 0.05;
** p <0.01, andlisis de ANOVA de una via, con post-test de Tukey.
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Figura 18: El “knockdown” de ADARI1 genera disminucion en el nivel proteico de
B -catenina en la linea celular MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231, se transducieron
lentiviralmente con un vector control (shControl) o con vectores que codifican un “short
hairpin RNA” (shRNA#1 y shRNA#2) para silenciar el ARNm de ADARI. Posteriormente,
las células fueron seleccionadas con Puromicina (1,5 pg/mL) durante 48 horas y luego
sorteadas mediante citometria de flujo (ver materiales y métodos). Se analiz6 del nivel
proteico de f3 -catenina, mediante Western blot. Para normalizar los resultados se uso la
proteina o—Tubulina como control de carga. Se muestran representativos blots sobre las
graficas que muestran el andlisis de las densitometrias obtenidas en los Western blot. Los
datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativas a la condicion
shControl + S.E.M de cuatro experimentos independientes (n = 3); No se encontraron
diferencias (NS) entre las distintas condiciones, p > 0.5; * p < 0.05, analisis de ANOVA de
una via, con post-test de Tukey.
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6.1.6.- La sobreexpresion de ADARI1p110 induce la activacion de B-catenina en células
MDA-MB-231

Para confirmar la activacion de B-catenina, analizamos su actividad co-transcripcional
utilizando el ensayo reportero de luciferasa TOP/FOP. Antes de realizar este experimento en
células que sobreexpresan ADARI1p110 se estandarizé el ensayo reportero.

En primer lugar, se evalud la capacidad de transfeccion de las células MDA-MB-231
usando distintas cantidades (1000, 1500 y 2000 ng) del plasmido que codifica para la
expresion de la proteina fluorescente verde GFP (pGFP) empleando como método de
transfeccion el agente Lipofectamina (ver Materiales y Métodos). Luego, para evaluar la
eficiencia de transfeccion se examind la expresion de GFP 48 horas post-transfeccion
mediante microscopia de fluorescencia. En las imagenes es posible observar que las células
MDA-MB-231 se transfectaron eficientemente usando distintas cantidades de plasmido
(Figura 19A).

Dado que el ensayo reportero TOP/FOP consiste en transfectar las células de forma
independiente con los plasmidos TOP-Flash y FOP-Flash, ademas se debe usar como control
interno de transfeccion otro plasmido reportero que dard cuenta si en cada condicion las
células han sido transfectadas de forma similar. El plasmido pRL-TK expresa la proteina
Renilla Luciferasa y fue usado como control interno en las co-transfecciones. Similarmente a
la transfeccion con pGFP, las células MDA-MB-231 se transfectaron usando diferentes
cantidades de pRL-TK (100, 200 y 400 ng), para luego medir la luminiscencia de Renilla
Luciferasa en 20, 40 y 60 pL de extractos proteicos totales. Se detectaron valores de

luminiscencia muy reducidos usando 20 pL de extracto proteico, en cambio, con 40 y 60 pL se
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determinaron valores mayores de luminiscencia en forma creciente segin la cantidad de
pRL-TK transfectado (Figura 19B).

A continuacién, se realizd un control positivo del ensayo reportero TOP/FOP
transfectando las células de forma independiente con 1200 ng de TOP-Flash y de FOP-Flash,
usando para la co-transfeccion 200 ng de pRL-TK. También se transfectaron las células
MDA-MB-231 de forma independiente Unicamente con 1200 ng de pGFP para medir
posteriormente la eficiencia de transfeccion.

A las 24 horas post-transfeccion se le adiciond al medio de cultivo 20 pM de
SB-216763, un inhibidor de GSK-3p, evitando de este modo la degradacion de B-catenina por
fosforilacion en Ser33 y Ser37 (132). Como control del ensayo TOP/FOP se trataron las
células usando el vehiculo DMSO.

La eficiencia de transfeccion evaluada por la emision de fluorescencia de GFP fue de
alrededor de un 50% (Figura 19C), detectando un aumento en la luminiscencia de la
luciferasa, enzima expresada a partir del plasmido reportero TOP-Flash en las células tratadas
con el inhibidor SB-216763, en comparacion a la condicion control (DMSO) a las 24 h y 48 h
post-tratamiento (Figura 19D).

Una vez estandarizado el ensayo reportero de luciferasa TOP/FOP evaluamos si la
sobreexpresion de ADARIp110 induce un posible aumento en la actividad co-transcripcional
de B-catenina. La eficiencia de co-transfeccion del ensayo fue mayor a un 50% (Figura 20A).
El andlisis de la actividad luciferasa entregd como resultado que la sobreexpresion de
ADARI1p110 indujo sobre un 20% la actividad co-transcripcional de B-catenina comparado

con células Mock (Figura 20B). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de
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ADARIp110, ademas de promover la translocacion de pB-catenina al nticleo (ver Figura 16),

provoca un aumento de su actividad co-transcripcional.
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Figure 19: Estandarizacion de ensayo reportero luciferasa TOP/FOP en células
MDA-MB-231. (A) Eficiencia de transfecciéon en células MDA-MB-231. Las células se
transfectaron con el plasmidio de expresion de GFP (pGFP) en distintas cantidades (1000 ng,
1500 ng y 2000 ng) por separado. Luego de 48 horas (h) post-transfeccion se examiné la
emision de fluorescencia en células de color verde que expresan GFP, en comparacion a las
células mostradas en campo claro. (B) Evaluacion de transfeccion en células MDA-MB-231
con el plasmidio pRL-TK. Se transfectaron células con 100, 200 y 400 ng del plasmido pRL-
TK por separado usando distintos volimenes de extractos proteicos (20, 40 y 60 uL). Luego
de 48 h post-transfeccion se examin6 la luminiscencia producida por la actividad de Renilla
luciferasa expresada en unidades arbitrarias (UA). (C) Eficiencia de transfeccion de ensayo
reportero TOP/FOP. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con 1200 ng de pGFP y luego
de 48 h post-transfeccion se examind la emision de fluorescencia. (D) Control positivo del
ensayo reportero luciferasa TOP/FOP. Las células se transfectaron con 1200 ng de los
plasmidios TOP-Flash y FOP-Flash y a las 24 h de post-transfeccion, las células se trataron
con 20 uM de SB-216763 usando como control interno DMSO. La luminiscencia de la
luciferasa se midi6 a las 24 h y 48 h post-tratamiento las que se normalizaron con la
luminiscencia de Renilla expresada en UA. Las imagenes se capturaron a 4X y cada una de las
mediciones se efectud en triplicados técnicos.
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Figure 20: Sobreexpresion de ADARIp110 promueve la actividad co-transcripcional de
p-catenina en células MDA-MB-231. (A) Eficiencia de transfeccién de ensayo reportero
TOP/FOP. Se muestra una imagen representativa de la co-transfeccion de pGFP/pRL-TK. En
color verde se muestran las células que expresan GFP, en comparacion de las células
mostradas en campo claro. Las iméagenes se capturaron a 4X. (B) Ensayo reportero luciferasa
TOP/FOP. Las células MDA-MB-231 Mock y células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) se
transfectaron con los plasmidios TOP-Flash y FOP-Flash, a su vez, se co-transfectaron con el
plasmido de pRL-TK usado como normalizador de las transfecciones. Luego de 48 h
post-tanfeccion se analizaron las luminiscencias para obtener la razon de TOP/FOP expresado
en unidades arbitrarias (UA). Las mediciones de luminiscencia se realizaron en triplicados
técnicos y los datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos al control
Mock + S.D de tres experimentos independientes (n = 3), *** p < 0.05, prueba t pareado. En el
grafico la S.D es un valor bajo, por lo que las desviaciones son imperceptibles. (C) Ensayo
reportero luciferasa TOP/FOP en células MDA-MB-231 estimuladas con 20 pM de
SB-216763 y 25 mM de LiCl. Los resultados son expresados como TOP/FOP (UA) y los datos
corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos a sus respectivos controles
internos (DMSO y NaCl, respectivamente) = S.D, con n = 2 para el inhibidor SB-216763 y
n =3 para el inhibidor LiCl , * p < 0.05, prueba t pareado. (D) Estudio del nivel proteico de
B-catenina total en células MDA-MB-231 tratadas con LiCl mediante Western blot usando
como control de carga o—Tubulina. Se presentan blots representativos sobre la grafica que
muestran el andlisis densitométrico de los Western blot efectuados. Los datos corresponden al
promedio de las veces de cambio, relativos al control Mock + S.E.M de cuatro experimentos
independientes (n = 4); * p < 0.05, prueba de Mann-Whitney.
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En el ensayo TOP/FOP se utilizaron como controles positivos dos inhibidores de
GSK-3p, LiCl y SB-216763 (124). Con 25 mM de LiCl y 20 uM de SB-216763 se alcanz6
una activacion de un 39 y 41%, respectivamente (Figura 20C). También, se examiné el nivel
de p-catenina en extractos proteicos totales de células MDA-MB-231 tratadas con
25 mM LiCl, encontrandose que este inhibidor incrementa alrededor del doble el nivel de

B-catenina respecto al nivel basal en las células tratadas con NaCl (Figura 20D).

6.1.7.- Efecto de 1a sobreexpresion de ADAR1p110 sobre algunos blancos de la via Wnt

canonica

El siguiente paso fue evaluar el contenido proteico de algunos de los blancos conocidos
de la via Wnt canonica. A través de Western blot se examiné el nivel basal de Survivina
(Figura 21A) y de Snail (Figura 21B) en extractos proteicos totales obtenidos desde células
MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-1. La Figura 21A muestra que el nivel proteico de Survivina
no varia entre una linea celular y otra. Contrariamente a Survivina, la proteina Snail fue
practicamente solo detectada en la linea celular ZR-75-1, siendo indetectable en las lineas
MCEF-7 y MDA-MB-231 (Figura 21B).

Dado que Snail fue indetectable en la linea MDA-MB-231, para evaluar el efecto de la
sobreexpresion de ADARI1p110 sobre los blancos de la Via Wnt candnica, se considerd

analizar ademas otros dos blancos de esta via, Ciclina D1 (88) y c-Myc (89).
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Figura 21: Estudio de niveles basales de Survivina y de Snail en distintas lineas celulares
de cancer de mama. Se analiz6 el nivel proteico de Survivina (A) y de Snail (B) en las lineas
celulares: MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-1, mediante Western blot. Se utilizé la proteina
a-Tubulina como control de carga, para normalizar los resultados. Se muestran blots
representativos sobre las graficas. Los valores corresponden a experimentos independientes de
n=3en (A) y de n = 2 en (B), expresados como el promedio + S.E.M; andlisis de
Kruskal-Wallis, con post test de Dunns; NS: no se encontraron diferencias significativas.
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Asi, la sobreexpresion de ADAR1p110 indujo un aumento significativo de Survivina,
Ciclina D1 y c-Myc en comparacion a las células Mock (Figura 22). Colectivamente, estos
resultados sugieren que ADARI1p110 podria actuar como un modulador positivo de la via Wnt

canonica en TNBC.

6.1.8.- Efecto del silenciamiento de ADARI1 sobre blancos de la via Wnt canodnica

El silenciamiento de ADARI1 mediante dos “short hairpin RNA” (shRNA#1 y
shRNA#2) dirigidos contra el ARNm de ADARI mostrd que la disminucion de ADARI
genera la reduccion de Survivina y c-Myc con ambos shRNAs, mientras que solo shRNA#2
produjo la disminucién del contenido proteico de Ciclina D1 comparado a las células
shControl (Figura 23). En las células transducidas con el vector que expresa el sShRNA#1 se
observo una tendencia a la disminucion de Ciclina D1, pero sin diferencia estadisticamente

significativa (Figura 23).
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Figura 22: Incremento de ADAR1p110 induce la activacion de via de sefalizacion
Whnt/B-catenina en la linea celular MDA-MB-231. En células MDA-MB-231 Mock y
células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) se evalu6 el nivel proteico de Survivina, c-Myc y
Ciclina D1, mediante Western blot. Para normalizar los resultados se us6 como control de
carga la proteina f—Actina. Se presentan blots representativos sobre la grafica que muestra el
analisis densitométrico de los Western blot efectuados para cada una de las proteinas
estudiadas. Los datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos al control
Mock £ S.E.M en cuatro experimentos independientes (n = 4); * p < 0.05; prueba de
Mann-Whitney.
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Figura 23: El “knockdown” de ADARI en la linea celular MDA-MB-231 induce la
disminucion en el nivel proteico de algunos blancos de la Via Wnt canénica. En células
MDA-MB-231 transducidas con un vector lentiviral control (shControl) y células
MDA-MB-231 transducidas con un vectores que expresan de forma independiente dos
shRNAs (shRNA#1 y shRNA#2) contra el ARNm de ADARI se evalu6 el nivel proteico de
Survivina, c-Myc y Ciclina D1, mediante Western blot. Para normalizar los resultados se usé
como control de carga la proteina f—Actina. Se presentan blots representativos sobre la grafica
que muestra el andlisis densitométrico de los Western blot efectuados para cada una de las
proteinas estudiadas. Los datos corresponden al promedio de las veces de cambio, relativos a
la condiciéon shControl = S.E.M en tres experimentos independientes (n = 3); NS: no se
encontraron diferencias entre las distintas condiciones; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001,
analisis de ANOVA de una via, con post-test de Tukey.
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6.2.- Objetivo especifico 2. Evaluar el efecto in vitro de ADARI1pl110 en la
proliferacion, migracion, invasion y angiogénesis en células de cancer de mama

triple negativo.

6.2.1.- Viabilidad en células MDA-MB-231 que sobreexpresan ADAR1p110

Se explor6 el efecto que podria ejercer la sobreexpresion de ADARIp110 sobre la
viabilidad celular mediante ensayo de exclusion del colorante azul tripan. Las Figuras 24A 'y
24B muestran el nimero de células vivas y muertas, es decir, aquellas que dependiendo de su
membrana celular son capaces de excluir o permear el ingreso del colorante azul tripan,
respectivamente, a las 24, 48, 72 y 96 h. En estas condiciones las células no presentaron
cambios en viabilidad comparado a la condicidon control (Mock).

Por otro lado, la viabilidad celular a los diferentes tiempos de estudios se evaluo en el
ensayo de exclusion del colorante azul tripan mediante un equipo automatizado (ver materiales
y métodos) no encontrandose tampoco cambios significativos entre las dos condiciones

estudiadas (Figura 24C).
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Figura 24: Células MDA-MB-231 que sobreexpresan ADAR1p110 no presentan cambios
en la proliferacion celular. Las células MDA-MB-231 Mock y MDA-MB-231
ADARI1p110 (SE) se cultivaron en medio DMEN/F12 suplementado con BSA al 10% y a las
24, 48, 72 y 96 horas (h) post-siembra se tifieron con azul de tripan para evaluar: (A) el
nimero de células vivas, (B) el nimero de células muertas y (C) la viabilidad celular
expresada en porcentaje (%). Para cada tiempo de estudio las células se contaron por
duplicado (ver materiales y métodos). Los datos son expresados como el promedio = S.E.M,
de tres experimentos independientes (n = 3); p > 0.05; andlisis ANOVA de dos vias, con
post-test de Sidak.
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6.2.2.- Regulacion de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre el contenido proteico de

Cadherina-11

E-cadherina es una glicoproteina de transmembrana que interactla con -catenina en la
membrana celular conformando las uniones adherentes que permiten la interaccion
célula-célula en el tejido epitelial (133). La pérdida de expresion de E-cadherina ha sido
ampliamente reportada en la transicion desde un tejido normal a uno de carcinoma
indiferenciado (102, 133, 134). De este modo, la pérdida de E-cadherina resulta en la
disminucién de la densidad de uniones adherentes favoreciendo la migracion celular (133).

Se procedié a estudiar mediante Western blot el nivel proteico de E-cadherina en
distintas lineas celulares (MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-1) obteniendo niveles
cuantificables de E-cadherina en las lineas MCF-7 y ZR-75-1. Al contrario, E-cadherina en la
linea MDA-MB-231 no fue detectada con el anticuerpo primario utilizado (Figura 25A). La
ausencia de E-cadherina en células MDA-MB-231 es un resultado consecuente con lo
reportado en la literatura, la cual sefiala que el promotor se encuentra metilado y en
consecuencia esta proteina no se expresa (135).

La carencia de E-cadherina nos llevo a estudiar el nivel proteico de otra molécula de
adhesion, Cadherina-11, que es regulada por GSK-3f en células de cancer de mama (136). En
células MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) se encontrd un nivel de Cadherina-11 reducido en

comparacion a las células Mock (Figura 25B).
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Figura 25: Analisis de E-cadherina y de Cadherina-11 en cincer de mama. (A) Mediante
Western blot se analizd el nivel basal de E-cadherina en las lineas celulares: MCF-7,
MDA-MB-231 y ZR-75-1, de tres experimentos independientes (n = 3). (B) Estudio de nivel
proteico de Cadherina-11 en células MDA-MB-231 Mock y células MDA-MB-231
ADARIpl110 (SE) analisado mediante Western blot en cuatro experimentos independientes
(n =4). Para normalizar los resultados se utiliz6 la proteina o—Tubulina como control de carga.
Se presentan representativos blots sobre las graficas que muestran el analisis de la
cuantificacion densitométrica de los Western blot realizados para cada una de las proteinas
analizadas. Los datos son expresados como el promedio = S.E.M, en (A) andlisis de
Kruskal-Wallis, con post test de Dunn’s y en (B) * p < 0.05; prueba de Mann-Whitney.
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6.2.3.- Efecto de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la migracion celular

Primero se estudido la capacidad de migracion basal de las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF-7. Esta se evalué mediante ensayos de cierre de herida in vitro donde
las heridas se realizaron una vez formada la monocapa celular usando la punta de pipeta y se
capturaron imagenes a las 0, 6, 8, 12y 24 h.

En la Figura 26A se puede observar una tendencia al aumento de la migracion celular
a las 24 h en las células MDA-MB-231, aunque no presentd diferencias estadisticamente
significativas. Por su parte, en células MCF-7 se encontré un aumento significativo de la
migracion a las 24 h respecto a la medida a las 6 h (Figura 26B).

Después de determinada la migracion basal de las células MDA-MB-231, se realizaron
ensayos de cierre de herida usando la linea celular MDA-MB-231 que sobreexpresa
ADARIp110, utilizando como control células Mock y células WT o no transducidas. Las
imagenes se capturaron a las 6, 8 y 12 h post-herida, encontrandose desde las 6 h una mayor
tendencia a la migracién en células que sobreexpresan ADARIp110 en comparacion a las

células Mock y WT (Figura 27).
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Figura 26: Migracion basal de células MDA-MB-231 y MCF-7. Las células se cultivaron
en medio DMEN/F12 suplementado con BSA al 1%. Cuando alcanzaron alrededor de un 80%
de confluencia se realiz6 una herida en la monocapa celular, para analizar la migracion celular
alas 6, 8, 12 y 24 horas (h). Sobre las graficas se muestran imagenes representativas obtenidas
a 10X. (A) Ensayo de cierre de herida en células MDA-MB-231. (B) Ensayo de cierre de
herida en células MCF-7. Los datos son expresados como la media del
porcentaje (%) £ S.E.M, de tres experimentos independientes (n = 3); * p < 0.05; analisis
ANOVA de una via, con post-test de Tukey.
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Figura 27: Evaluacion de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la migracion celular
mediante ensayo de cierre de herida en células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231
wild type (WT), MDA-MB-231 Mock y MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) se cultivaron en
medio DMEN/F12 suplementado con BSA al 2%. Cuando alcanzaron alrededor de un 80% de
confluencia se realiz6 una herida en la monocapa de células, para analizar la migracion celular
alas 6, 8, 12 y 24 horas (h). Sobre las graficas se muestran imagenes representativas obtenidas
a 10X. Los datos son expresados como la media del porcentaje (%) de dos experimentos
independientes (n = 2).
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El efecto de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la migracion celular ademas se
evalu6 mediante ensayos en cdmara de Boyden, también conocido como ensayo “Transwell”.
Las células resuspendidas en medio de cultivo deprivado de BSA se sembraron en los insertos
y en el exterior se usé6 como quimioatractacte medio de cultivo suplementado con BSA
al 10%. Luego de 24 horas post-siembra las células que migraron por los poros de la
membrana ubicadas en la base de los insertos se tifieron con el colorante cristal violeta,
registrandose imagenes en diferentes areas de la membrana.

En la Figura 28 se presentan imagenes representativas del ensayo en “Transwell”
donde es posible observar las células que migraron en color gris oscuro. Las células fueron
cuantificadas y posteriormente graficadas evidenciando que la sobreexpresion de ADARIp110
induce un incremento significativo de la migracion celular respecto a las células Mock,

sugiriendo que ADARI1p110 promueve el proceso de migracion en células TNBC.

6.2.4.- Evaluacion de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la invasion celular

Con el proposito de explorar el efecto de ADARIp110 sobre el proceso de invasion
celular en TNBC, llevamos a cabo ensayos de invasion en matrigel con células
MDA-MB-231. Para realizar los ensayos de invasidon en matrigel se usaron insertos de
“Transwell” que poseen una capa de matrigel, simulando la matriz extracelular (137). Para
cuantificar el nimero de células que lograron invadir y traspasar la capa de matrigel se tifieron

los nucleos celulares con el marcador fluorescente 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).
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Figura 28: Sobreexpresion de ADARI1p110 induce la migracion celular en células
MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 Mock y células MDA-MB-231 ADARIp110 (SE)
en medio DMEN/F12 deprivado de BSA, se sembraron sobre la membrana que compone las
camaras de Boyden usando como quimioatractante medio DMEN/F12 con BSA al 10%.
Luego de 24 post-siembra se tifieron las células que migraron a través de la membrana con
cristal violeta (mostradas en color gris oscuro) y se cuantifico el nimero de células por campo.
Sobre las graficas se muestran imagenes representativas obtendidas a 10X. Los datos son
expresados como la media del porcentaje (%) + S.E.M, de tres experimentos independientes
(n = 3); **** p <0.05; prueba de Mann-Whitney.
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El ensayo en matrigel reveld que las células MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) poseen
mayor capacidad de invasion respecto de las células Mock (Figura 29). Ademas, este aumento
de invasion celular se asocio al incremento del transcrito de la metaloproteinasa de matriz
MMP-9 (Figura 30). Estos resultados sugieren que ADARIp110 seria un inductor de la
invasion celular en células TNBC, lo que podria estar mediado al menos por la sobreexpresion

de la metaloproteinasa de matriz MMP-9.

6.2.5.- Evaluacion de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la angiogénesis

Se examind un posible efecto de la sobreexpresion de ADARI1p110 in vitro sobre la
expresion de un reconocido factor pro-angiogénico en cancer, el factor de crecimiento de
endotelio vascular VEGF-A (“Vascular Endothelial Growth Factor-A”) (138). En la
Figura 31A se puede observar que, contrariamente a lo esperado, la sobreexpresion de
ADARIp110 produjo la disminucion del transcrito de VEGF-A en comparacion a las células
Mock. Luego, se analizo6 el nivel de VEGF-A en lisados proteicos de células MDA-MB-231
que se han transducido lentiviralmente, para sobreexpresar o silenciar ADARI1p110. Los
resultados evidencian que la modulacién del nivel proteico de ADARIpl110 no genera

cambios en el nivel proteico de VEGF-A (Figura 31B).
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Figura 29: Aumento de ADARI1p110 induce la invasion de células MDA-MB-231. Se
evalud el proceso de invasion celular a través de ensayos en matrigel. La grafica muestra la
cuantificacion del nimero de células por campo de células MDA-MB-231 Mock y de células
MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE). Sobre la grafica se presentan imagenes representativas de
nicleos tefiidos con DAPI y visualizadas en color azul, correspondientes a células que
invadieron la capa de matrigel. Las imagenes se obtuvieron a 60X y la barra de escala
corresponde a 12 um. Los datos corresponden al promedio + S.E.M de cuatro experimentos
independientes (n = 4); * p < 0.05; prueba t pareado.
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Figura 30: Sobreexpresion de ADAR1p110 induce el incremento del transcrito de
MMP-9 en células MDA-MB-231. En células MDA-MB-231 Mock y células MDA-MB-231
ADARIpl110 (SE) se analiz6 el transcrito de MMP-9 mediante RT-qPCR usando para
normalizar los resultados la expresion de 3 -Actina (“housekeeping”). Los datos corresponden
al promedio de las veces de cambio relativas a Mock = S.E.M de tres experimentos
independientes (n = 3); * p < 0.05; prueba t pareado.

90



< 1.5-
[
23] *
-~ l—
3 —_—
£ L0
Z
o
<
©
-
2 0.5
o
oo =
=
3}
&~ 0.0 .
Mock ADARIpl10 (SE)
MDA-MB-231
VEGF-A | — ~45kDa
a-Tubulina — 50 kDa
3.09 NS
25
a
=.2 204
2t
3
5 815 T
o B
c2
£~ 1,04 —_— —
-
0.5
0.0

Mock ADARIpIIO(SE) shControl  shRNA#1  shRNA#2
MDA-MB-231

Figura 31: Evaluacion de la expresion de VEGF-A frente a la modulacion de la
sobreexpresion de ADAR1p110 en células MDA-MB-231. (A) En células MDA-MB-231
Mock y células MDA-MB-231 ADARIpl110 (SE) se analiz6 el transcrito de VEGF-A
mediante RT-qPCR usando para normalizar los resultados la expresion de fJ -Actina
(“housekeeping”), en tres experimentos independientes (n = 3). (B) Estudio del nivel proteico
de VEGF-A, mediante Western blot usando como control de carga la proteina a—Tubulina,
para normalizar los resultados. Los extractos proteicos totales se obtuvieron desde células
MDA-MB-231 Mock (control), células MDA-MB-231 ADARIpl10 (SE), células
MDA-MB-231 shControl, células MDA-MB-231 shRNA#1 y células MDA-MB-231
shRNA#2. Se muestran representativos blots sobre las graficas que muestran el andlisis de las
densitometrias obtenidas desde cuatro experimentos independientes (n = 4). Los datos
corresponden al promedio de las veces de cambio, relativas a cada condicion control + S.E.M;
* p < 0.05, prueba t pareado en A; p > 0.5, andlisis de ANOVA de una via, con post-test de
Tukey en B.
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6.3.- Objetivo especifico 3. Estudiar el efecto in vivo de ADARIpl110 en la

formacion de tumores y metastasis en ratones inmunodeficientes.

6.3.1.- Evaluacion de la sobreexpresion de ADARI1p110 sobre el comportamiento

tumoral in vivo en animales BALB/c NOD-SCID

Con el propdsito de evaluar si ADAR1 modula el proceso de invasion de tumores in
vivo, continuamos nuestro estudio en animales inmunosuprimidos BALB/c NOD-SCID. Para
ello inoculamos células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) subcutaneamente en el lomo de
ratones usando como control células WT y células Mock. A diario se examiné la formacion
del tumor en cada animal mediante palpacion, observandose la presencia de tumores desde el
dia 10 post-inoculacion, como se detalla en el esquema de la Figura 32.

Notablemente, el dia 24 se observo la aparicion de un leve enrojecimiento de la piel y
leve pérdida de pelo en el tumor primario de 2 de 5 animales (40%) de la condicion WT, en
3 de 5 animales (60%) de la condicion Mock, y en 8 de 9 animales (88,9%) de la condicion
ADARIpI110 (SE). Esto se especificd para cada animal en las curvas de comportamiento
tumoral, sefialado en las graficas con puntos naranjos (Figura 33). Ademas, se evaluo el 100%
de los tumores subcutdneos (TSCs) en cada condicion hasta el dia 26 post-inoculacion, dado
que un animal de cada condicion presentd acentuacion del enrojecimiento de la piel, pérdida
de pelo y presencia de costra, sintomas que en conjunto podrian evidenciar una alta
probabilidad de invasién por parte de las células tumorales hacia el epitelio (Figura 33A y

33B).
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Figure 32 Disefio experimental del ensayo de tumorigénesis in vivo. Ratones hembra
BALB/c NOD-SCID se inocularon subcutdneamente en el lomo con células MDA-MB-231 y
una vez formados los tumores subcutaneos comenz6 la medicion del volumen tumoral a lo
largo de los dias. La extraccion de los tumores y eutanasia de los animales se realizé a partir
del dia 26 luego de observar sintomas o aparicion de lesion epitelial, concluyendo el ensayo el
dia 58 post-inoculacion de las células.
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Figure 33: Sobreexpresion de ADAR1p110 en TSCs induce lesion epitelial in vivo. (A)
Curso temporal del volumen tumoral para cada animal inoculado con células MDA-MB-231
WT (curvas en color negro) (n = 5 ratones por grupo), (B) inoculados con células
MDA-MB-231 Mock (curvas en color azul) (n = 5 ratones por grupo); y en (C) se muestra el
curso temporal de cada animal inoculado con células MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) (n=9
ratones por grupo). Los puntos en color naranjo indican cuando aparecieron los sintomas (a
partir del dia 24 post-inoculacién) y los puntos en rojo indican cuando se produjo lesion
epitelial. En un animal de la condicion Mock, se presentd lesion epitelial a un volumen
tumoral de 1688 mm’, mientras que en la condicion ADARIp110 (SE), 5 animales
presentaron lesion epitelial a un volumen tumoral de 870,8 + 198,8 mm’.
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Por consiguiente, siguiendo los criterios de Morton (127), para asegurar el bienestar de
los animales se realiz6 la extraccion del tumor primario a todo animal que presentara los
sintomas anteriormente sefialados. Acorde a estos criterios, durante el desarrollo del estudio se
removio el tumor a 3 de 5 animales (60%) de la condicion WT, 4 de 5 animales (80%) de la
condicién Mock, y 8 de 9 animales (88.8%) de la condicion ADAR1p110 (SE). Sin embargo,
no se encontraron diferencias en los volumenes de los tumores observados (Figura 34).

Con el objetivo de visualizar y corroborar la invasion de las células tumorales hacia el
epitelio, se analizaron histopatolégicamente cortes de los tumores con las tinciones
Hematoxilina/Eosina (H/E). El andlisis mostrd que ninguno de los animales inoculados con
células WT presento lesion (0 de 5), 1 de 5 animales (20%) inoculados con células Mock
presentd lesion a un volumen tumoral de 1688 mm’, mientras que 5 de 9 animales (55,6 %)
inoculados con células ADARI1p110 (SE) presentaron lesion visible en la piel a un volumen

tumoral de 870,8 + 198,8 mm’ (Figura 33A y 33B).
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Figura 34: Células MDA-MB-231 que sobreexpresan ADAR1p110 muestran habilidad
para formar tumores in vivo. Comportamiento in vivo del volumen de TSCs en el tiempo
formados desde células MDA-MB-231 WT (curva en color negro), células MDA-MB-231
Mock (curva en color azul) (n = 5 ratones en ambos grupos); y células MDA-MB-231
ADARIp110 (SE) (curva en color verde) (n = 9 ratones por grupo). Las lineas bajo la grafica
muestran el nimero de los animales estudiados y sus respectivos porcentajes a lo largo del
tiempo del estudio. Los datos representan el promedio + S.E.M; NS = no se encontraron
diferencias entre las distintas condiciones.
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6.3.2.- Estudio de invasion de células tumorales y lesion epitelial en tumores primarios

En los cortes de tejido tefiidos con H/E es posible apreciar la conservacion de la piel en
los tumores formados a partir células WT y Mock. En cambio, se observa una masiva invasion
de las células ADARIp110 (SE) desde el interior del tumor hacia la piel del animal,
produciéndose la pérdida del epitelio focalmente. En color pirpura se observan las células
tumorales vivas, mientras que hacia el centro del tumor en color rosado se presenta el tejido
necrotico, con la pérdida de nucleo de las células tumorales. Hacia las orillas de la lesion se

observa hiperqueratinizacion (Figura 35).

6.3.3.- Estudio de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre recurrencias tumorales in vivo

en animales BALB/c NOD-SCID

Luego de la reseccion de los tumores primarios, los animales recibieron tratamiento
paliativo y se continu6 con la evaluacion de los animales para estudiar la progresion del cancer
post-cirugia. Se observo recidiva tumoral en 2 de 9 animales (22,2%) de la condicion
MDA-MB-231 ADARIp110 (SE), 2 de 5 animales (40%) de la condicion Mock, y 1 de 5

animales (20%) de la condicion WT (Figura 36).
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Figure 35: Sobreespresion de ADAR1p110 en TSCs induce lesion epitelial in vivo.
Imégenes de tincion H/E de secciones de tumor observadas en las diferentes condiciones se
muestran de derecha a izquierda (WT, Mock, ADARIpl110 (SE)). La barra de escala
corresponde a 2.5 mm. Las dreas seleccionadas (enmarcadas en una caja negra) fueron
magnificadas. Flechas en negro indican el epitelio conservado, donde el epitelio se ha
preservado en tumores formados a partir desde células MDA-MB-231 WT y células
MDA-MB-231 Mock, y la invasion epitelial con pérdida de la estructura del epitelio de tumor
formado desde células MDA-MB-231 ADARIpl10 (SE). La barra de escala en las
amplificaciones corresponde a 1 mm.
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Figure 36: Comportamiento in vivo de recurrencias formadas post-cirugia. Ratones
hembras BALB/c NOD-SCID se inocularon en el lomo con células MDA-MB-231 WT (curva
en color negro), y células MDA-MB-231 Mock cells (curvas en color azul); y en verde cada
animal inoculado con MDA-MB-231 ADARIp110 (SE). Cuando aparecieron sobre la piel de
los tumores primarios una costra o herida, se realizo la reseccion de los tumores (desde el dia
26 después de la inoculacion de las células). En la grafica, el tiempo cero consiste en el dia en
que se realizd la extraccion de los tumores mediante cirugia. Después de la reseccion de los
tumores, el 22,2% de los animales de la condicion MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) (n =2
ratones), el 40% de los animales de la condicion MDA-MB-231 Mock (n = 2 ratones) y el
20% de los animales de la condicion MDA-MB-231 WT (n = 1 ratén), desarrollaron
recurrencia. Se consider6 como punto final del estudio cuando se observd la presencia de
recurrencias agudas (puntos en color morado).
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6.3.4.- Evaluacion ex vivo de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la metastasis

pulmonar en animales BALB/c NOD-SCID

En la condicion WT se presento el tinico caso de muerte de un animal con un volumen
de tumor final de 794 mm’ y en el analisis histopatolégico del tejido de pulmon, solo 1 animal
del estudio de esta condicion desarrolld metéstasis pulmonar (Figura 37). También el estudio
histopatologico inform6 que todos los TSCs de este estudio presentaron inflamacion y
necrosis.

Durante el desarrollo de este estudio se observd crecimiento tumoral invasivo en 2 de 9
animales (22,2%) inoculados con células MDA-MB-231 ADARI1pl110 (SE). Los animales
alcanzaron un volumen tumoral final al momento de la cirugia de 839 mm’ y 898 mm’, junto
con invasion de células tumorales hacia la caja tordcica y peritoneo, respectivamente. En
consecuencia, los animales que presentaron caracteristicas tumorales agresivas recibieron
eutanasia. En la condiciéon WT se realiz6 eutanasia a 1 de 5 animales (20%), en la condicion
Mock a 2 de 5 animales (40%), y en la condicion ADARI1p110 (SE) a 3 de 9 animales
(33,3%). Nuestros resultados en conjunto indican que la sobreexpresion de ADARIp110 en
células MDA-MB-231 les confiere una agresiva capacidad invasiva en ratones

inmunodeficientes.

Finalmente, al remover quirargicamente los tumores primarios se observd una elevada

formacion de vasos sanguineos rodeando el tumor en la condicion ADAR1p110 (SE), respecto

a los tumores de las condiciones control (dato no mostrado). Nuestros resultados en conjunto
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indican que la sobreexpresion de ADARIp110 en células MDA-MB-231 les confiere una

agresiva capacidad invasiva en ratones inmunodeficientes.

Finalmente, al remover quirargicamente los tumores primarios se observo una elevada
formacion de vasos sanguineos rodeando el tumor en la condicion ADAR1p110 (SE), respecto
a los tumores de las condiciones control, observaciones que no fueron cuantificables
facilmente y motivaron el desarrollo de otros experimentos y analisis en los tumores
subcutdneos obtenidos en el estudio in vivo que se abordaron en el siguiente objetivo

especifico.
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WT Mock ADARIp110 (SE)

Figura 37: Estudio de metastasis pulmonar en animales BALB/c NOD-SCID. Imagenes
representativas de tincion H/E de secciones de tejido pulmonar observadas en las diferentes
condiciones se muestran de derecha a inquierda (WT, Mock, ADARI1p110 (SE)). Solo un
animal de todo el estudio perteneciente a la condicion WT presenté metéstasis en pulmon. La
barra de escala corresponde a 2.5 mm. Las dreas seleccionadas (enmarcadas en una caja negra)
fueron magnificadas. La barra de escala en las amplificaciones corresponde a 1 mm.
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6.4.- Objetivo especifico 4. Estudiar el efecto in vivo de ADARIpl110 (SE)

sobre el proceso de neoangiogenesis en tumores subcutaneos.

6.4.1.- Regulacion de la expresion de Survivina por ADAR1p110 en tumores subcutaneos

La observacion de vasos sanguineos rodeando los tumores subcutaneos sugirié una
relacion entre la sobreexpresion de ADARI1p110, su efecto en la via Wnt canodnica y el
proceso de angiogénesis in vivo. Para abordar experimentalmente, la posible asociacion entre
la sobreexpresion de ADARI1p110 y el proceso de angiogénesis, primero examinamos cortes
de los tumores obtenidos en el estudio anterior mediante inmunohistoquimica (IHQ). La
marcacion positiva fue cuantificada mediante densitometria y normalizada por el area total del
tejido.

Como esperabamos, en los tumores formados a partir de células MDA-MB-231
ADARIp110 (SE) la expresion de ADARI se encuentra aumentada respecto a los tumores
formados a partir de las células WT y Mock (Figura 38). Luego, para examinar la relevancia
de ADARIp110 sobre la via Wnt canonica en tumores de cancer de mama, nos enfocamos en
Survivina, un blanco de la via Wnt canodnica que se ha relacionado con el proceso de
angiogénesis (124, 139). La marcacidon positiva de Survivina fue mayor en los tumores
subcutaneos formados a partir de células MDA-MB-231 ADAR1p110 (SE), en comparacion a
la de los tumores formados a partir de las células WT y Mock (Figura 39). Ademas, en las
inmunotinciones se pudo observar la localizacion de ADARIp110 y Survivina en nucleo y
citoplasma, respectivamente (Figuras 38 y 39). A continuacion, se determind la cantidad de
ADARIp110 y Survivina en extractos proteicos de TSCs mediante Western blot. Se encontrd

que los tumores primarios de la condicion MDA-MB-231 ADARI1pl110 (SE) poseen un
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elevado contenido de ADARIpl110 y Survivina en comparacion a los tumores de las

condiciones control (Figura 40).
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Figura 38. Determinacion de abundancia de ADARIp110 en TSCs. Andlisis de
inmunohistoquimicas ex vivo de ADARI1 en secciones de tumor. Se muestran imagenes
representativas de tinciones de secciones tumorales (40X) a lo largo junto con el control
negativo y las tinciones de H/E de TSCs formados desde células MDA-MB-231 WT (n =4
ratones por grupo), células MDA-MB-231 Mock (n = 5 ratones por grupo) y células
MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) (n = 9 ratones por grupo). ADARI1 se localiza tanto en
nucleo como citoplasma. En la grafica la medicion por densitometria se expresd6 como
Densidad Normalizada, y los datos representan el promedio = S.EM, * p < 0.05,
*Fx% p <0.0001, analisis de ANOVA de una via, con post-test de Tukey. La barra de escala en
todas las imagenes corresponde a 50 pum.
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Figura 39. Sobreexpresion de ADAR1p110 induce el aumento de Survivina en TSCs.
Analisis de inmunohistoquimicas ex vivo de Survivina en secciones de tumor. Se muestran
imagenes representativas de tinciones de secciones tumorales (40X) a lo largo junto con el
control negativo y las tinciones de H/E de TSCs formados desde células MDA-MB-231 WT
(n = 4 ratones por grupo), células MDA-MB-231 Mock (n = 5 ratones por grupo) y células
MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) (n = 9 ratones por grupo). Survivina se localiza tanto en
nucleo como citoplasma. En la grafica la medicion por densitometria se expresd6 como
Densidad Normalizada, y los datos representan el promedio = S.EM, * p < 0.05,
*Fx% p <0.0001, analisis de ANOVA de una via, con post-test de Tukey. La barra de escala en
todas las iméagenes corresponde a 50 pum.
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Figura 40. Determinacion de ADAR1p110, Survivina y CD-31 en lisados de TSCs. En
extractos proteicos provenientes desde muestras de tumor se estudiaron los niveles de
ADARI, Survivina y CD-31 mediante Western blot. Se muestran analisis densitométricos
debajo de cada blot representativo.
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6.4.2.- Efecto de la sobreexpresion de ADAR1p110 sobre la formacion de nuevos vasos

sanguineos en tumores primarios

El marcador de angiogénesis CD-31/PECAM-1 (“Cluster of Differentiation-31/Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1"") es expresado en células endoteliales (140), participa
en la adhesion celular (141) e interactiia con B-catenina (142). La asociacion dinamica entre
CD-31 y PB-catenina estd involucrada en el proceso de angiogénesis (115), siendo CD-31
ampliamente utilizado como un marcador de este proceso (114). Teniendo en consideracion
los antecedentes anteriores y nuestros resultados in vitro e in vivo, dirigimos nuestra
investigacion a examinar la formacion de nuevos vasos sanguineos en los TSCs.

Al examinar el nivel de CD-31 en extractos proteicos de TSCs mediante Western blot
se encontrd un mayor nivel de esta proteina en los TSCs formados por células MDA-MB-231
ADARI1p110 (SE), respecto a los de células WT y Mock (Figura 41).

Por otro lado, durante el andlisis histologico y observacion macroscopica se encontrd
un aparente aumento en el numero de vasos sanguineos en TSCs formados a partir de células
MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE), lo que se correlacion6 con la marcacion positiva de CD-31
(Figura 41). Asi, la densitometria mostré que tumores formados por cé¢lulas MDA-MB-231
ADARI1p110 (SE) contienen mayor marcaciéon de CD-31, respecto de tumores formados por
células WT y Mock. En total, estos resultados sugieren que ADAR1p110 promueve el proceso
de neoangiogénesis asociado a una expresion de Survivina en tumores primarios formados a

partir de células MDA-MB-231 de cancer de mama triple negativo.
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Figura 41: Sobreexpresion de ADAR1p110 induce neoangiogénesis en TSCs. Andlisis de
inmunohistoquimicas ex vivo de CD-31 en secciones de tumor. Se muestran imagenes
representativas de tinciones de secciones tumorales (40X) a lo largo junto con el control
negativo y las tinciones de H/E de TSCs formados desde células MDA-MB-231 WT (n = 4
ratones por grupo), células MDA-MB-231 Mock (n = 5 ratones por grupo) y células
MDA-MB-231 ADARI1p110 (SE) (n = 9 ratones por grupo). La marca en café corresponde a
CD-31 presente en células endoteliales que forman los micro-vasos. En la grafica la medicion
por densitometria se expres6 como Densidad Normalizada, y los datos representan el
promedio = S.E.M, * p < 0.05, **** p < 0.0001, analisis de ANOVA de una via, con post-test
de Tukey. La barra de escala en todas las imagenes corresponde a 50 um. La amplificacion de
los vasos sanguineos son presentadas con una barra de escala a 25 pm.
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7. DISCUSION

El TNBC es reconocido por poseer un comportamiento mas agresivo, caracterizado por
recurrencias distantes y de pobre pronostico en comparacion a los demads subtipos de cancer de
mama (16). Aproximadamente, el 79% de los tumores TNBC es “basal-like” (143) y, a su
vez, tumores de TNBC han sido categorizados en otros subtipos segun patrones de expresion
génica, que dan cuenta de la heterogeneidad de este subtipo de tumor. Lo anterior podria ser la
causa de la resistencia a drogas que exhiben los pacientes (144). Sin embargo, hoy en dia tanto
para estadios tempranos como tardios de la enfermedad, el principal tratamiento es la
quimioterapia (145), siendo un desafio encontrar posibles blancos o vias de sefializacion que
estén involucrados en la progresion del cancer y que puedan ser abordados terapéuticamente.

Hace pocos afios se ha comenzado a estudiar el rol biologico de ADARI en céncer de
mama. En el cancer de mama lobular positivo al receptor a-estrogeno, al examinar la
secuencia del genoma y transcriptoma se reporté que ADARI se encuentra dentro del 5% de
los genes mas altamente expresados y que es la tnica enzima de edicion expresada en alto
nivel (80). También se ha encontrado mayor frecuencia de edicion en los tumores respecto al
tejido normal de mama (81). Sin embargo, no existen a la fecha investigaciones que
profundicen y evidencien la funcion que ADARIp110 desempefia en TNBC. Un reciente
estudio muestra que lineas celulares de TNBC requieren de la expresion de ADARI1 y de su
actividad de edicion, donde el silenciamiento de ADARI1 inhibe la tumorigénesis (84) e,
interesantemente, el 46% de los tumores TNBC posee alta expresion de ADARI (83). Estas
investigaciones dan cuenta del potencial biologico asociado a cambios en la expresion de

ADARI1 en TNBC.
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En este estudio se sobreexpresd la isoforma p110 de ADARI mediante transduccion
lentiviral en el modelo celular MDA-MB-231, para estudiar su efecto sobre la via de
sefializacion Wnt canodnica. Esta via se caracteriza por estar activa en TNBC y participar en
multiples procesos que favorecen el desarrollo del cancer (146). A la fecha solo en Leucemia
Mieloide Crénica (LMC) se ha relacionado ADARI con la via Wnt candnica, donde se ha
encontrado que sirve como via de auto-renovaciéon en progenitores de la LMC durante la
progresion a crisis bléstica (CB) (85).

ADARI1 se ha asociado a la desregulacion de GSK-3f, un componente importante de la
via Wnt candnica, lo que promoveria en LMC CB un aumento en la activacion de B-catenina,
incremento de su translocacion al nticleo, junto con elevada actividad transcripcional (85,
104). Sin embargo, hasta ahora habia sido desconocido el rol de ADAR1p110 en la via Wnt
candnica en cancer de mama.

Si bien la activacion de la via Wnt canodnica es dependiente de los ligandos Wnt,
nuestra investigacion mostré que ADARIp110 es un nuevo modulador intracelular de ella.
Las células MDA-MB-231 con sobreexpresion de ADAR1 presentan un bajo nivel de proteina
de GSK-3p y aumentada activacion basal de la via Wnt canonica en MDA-MB-231.

Por otro lado, GSK-3f puede ser inactivada por fosforilacion en Ser9 (147) mediante
AKT (131), una quinasa que se encuentra sobreexpresada en células MDA-MB-231
ADARIpl110 (SE), sugiriendo que el aumento de ADARIpl110 podria promover la
inactivacion de GSK-3f de una manera dependiente de AKT. En células de leucemia, la AKT
nuclear inhibe mediante fosforilacion en Thr738 la actividad desaminasa de ADARI1p110
(148). Sin embargo, cabe agregar que ADARI también posee funciones independientes de su

actividad de edicion (37, 48, 68). En el futuro se podria evaluar si ADARI induce la
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disminucion de GSK-3f y el incremento de AKT de una manera dependiente o independiente
de la actividad desaminasa de ADARI1p110 en TNBC.

En este estudio se observd el incremento de B-catenina desfosforilada mediante
Western blot y se confirm¢ la activacion de B-catenina por el ensayo TOP/FOP. Asociado a
estos resultados, las células que sobreexpresan ADAR1p110 mostraron una elevada expresion
de Ciclina D1 y c-Myc, mientras que células silenciadas de ADARI mostraron niveles
disminuidos de estas proteinas. Contradictoriamente, un estudio en células de cancer de colon,
HCT116, se describe que un mutante de ADART1 defectivo en edicion induce el aumento en la
actividad de un reportero de TCF4, mientras que en células del epitelio intestinal la pérdida de
ADARI induce el transcrito de c-Myc, pero no asi el de Ciclina D1 (149). Todos estos
hallazgos sugieren que el efecto de ADARI1p110 sobre la via Wnt canoénica podria depender
del tipo de cancer.

Adicionalmente, en la condicion de ADAR1p110 (SE) mediante inmunofluorescencia
se observd que ADARI principalmente se localiza a nivel nuclear. A la fecha, se han
encontrado eventos de edicion de A - I realizados por ADARI1 en microRNAs de diferentes
tipos de cancer (150, 151) . Por otro lado, también se ha reportado la participacion de ADARI
en la regulacion de microRNAs de forma independiente a su actividad de edicion (48, 152,
153). Particularmente, en cancer de mama se han descrito eventos de edicidon en secuencias de
transcritos complementarias a microRNAs mediados por ADAR1 (154). Sin embargo, atin no
se han descrito microRNAs especificos regulados por ADARI1 en este tipo de cancer. Lo
anterior, invita a futuras investigaciones a abordar estd area de estudio, para conocer si
ADARI participa en la regulacion de la biosintesis de microRNAs en cancer de mama y si

ella, es mediada de manera dependiente o independiente de su actividad de edicion.

112



Estudios en lineas celulares de glioblastoma y cancer de mama sefalan que la
sobreexpresion de ADAR1 aumenta la proliferacion celular (78, 81). Sin embargo, en nuestro
modelo de estudio el aumento de ADARIp110 no llevd a cambios en la proliferacion.
Recientes analisis muestran que la carencia de ADARI reduce la proliferacion en células
MDA-MB-231, la cual puede ser rescatada con la sobreexpresion de ADARIp150 pero no
ADARIpI110, sugiriendo que ADAR1p150 seria la isoforma requerida para la induccion de la
proliferacion en células MDA-MB-231 (84).

Aunque en TNBC se ha encontrado que la desregulacion de la via Wnt candnica induce
invasion celular, favoreciendo el proceso de metastasis (155), nuestro trabajo es el primero en
explorar la participacion de ADARIp110 en la via Wnt canodnica y su efecto sobre la
migracion e invasion de células de cancer de mama. Nuestros datos con células MDA-MB-231
ADARIp110 (SE) mostraron una incrementada capacidad migratoria e invasiva.

Similarmente, ADARIp110 es la isoforma predominante en células de ESCC
(“Esophageal Squamous Cell Carcinoma”) y su silenciamiento disminuye tanto la migracion
como la invasion celular (73). También, ADARI edita el transcrito de la kinasa de adhesiones
focales (FAK) promoviendo la migracion e invasion en células de adenocarcinoma de pulmon
(156).

De igual forma, en células de carcinoma hepatocelular, ADARI1p110 edita el transcrito
de AZIN1 (“Encoding Antizyme Inhibitor 1), edicidon que provoca la sustitucion de serina por
glicina, produciendo un cambio conformacional de AZIN1 y volviéndola mas estable. Células
que expresan AZIN1 editado presentan mayor capacidad invasiva, junto con elevado

crecimiento tumoral (74). Se requieren mas estudios para determinar si ADARIpl110 es la
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isoforma que predominantemente modula el proceso de migracion e invasion en cancer y si
ella es dependiente de la actividad de edicion del ARN.

En esta tesis se estudié el impacto de la sobreexpresion de ADARI1p110 en células de
TNBC inoculadas subcutaneamente en roedores inmunodeficientes. El andlisis histopatologico
del tejido tumoral dio cuenta de un proceso masivo de invasion por parte de las células
tumorales que sobreexpresan ADARIp110, lo cual inesperadamente generd una lesion
epidermal en algunos de los tumores subcutdneos.

Interesantemente, este hallazgo es normalmente observado en etapa IV de cancer de
mama (157) y en TNBC (20). Ademas, ADAR1p110 induce el aumento de B-catenina activa.
En el modelo de escision murina, B-catenina participa en el proceso de regeneracion cutanea
de la herida, donde su abundancia se asocia con heridas mas grandes (158, 159). En adicion,
las lesiones epiteliales en tumores formados desde células que sobreexpresan ADARI1p110 se
formaron en volimenes tumorales menores, en comparacion al Gnico tumor subcutdneo que
presentd lesion epitelial en la condicion Mock. Esto podria indicar que ADARI1p110
promoveria la malignidad en las células TNBC a través de la activacion de la via de
sefializacion Wnt canonica. Sin embargo, se necesita mas estudios para determinar si
ADARIpI110 es la isoforma que predominantemente modula el proceso de invasion en cancer.

Las cadherinas son moléculas de adhesion celular que han sido ampliamente estudiadas
en cancer (160). Particularmente, Cadherina-11 a diferencia de E-cadherina, se expresa en
células MDA-MB-231 y ademas puede interactuar con [-catenina (111). También se ha
encontrado sobreexpresion de Cadherina-11 en cancer de mama invasivo (112), asociandose
altos niveles a una disminucién en la sobrevida de pacientes TNBC (161). La disminucion de

Cadherina-11 resulta en la desactivacion de la via Wnt candnica, a través de la reduccion de

114



B-catenina (161). No obstante, nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de
ADARIpl110 disminuye el nivel de Cadherina-11, sugiriendo un posible mecanismo
compensatorio, dado que el silenciamiento de Cadherina-11 disminuye marcadamente la
migracion e invasion en células de TNBC (161).

Survivina es una proteina antiapoptotica sobreexpresada tanto in vitro como in vivo en
nuestro modelo de ADARI1p110 (162-164). Esto es consistente con otro estudio en cancer de
mama que revela la induccion de apoptosis después del silenciamiento de ADARI (81, 165).
En células estresadas se ha encontrado que ADAR1p110 estd involucrada en la regulacion de
Survivina. El aumento de Survivina en el citoplasma se ha examinado en células estresadas,
donde ADARIp110 luego de ser fosforilada en el nucleo interactia con Expotina-5 que
posibilita su exporte (68).

Survivina también participa en el proceso de angiogénesis induciendo VEGF de
manera dependiente de B-catenina (124, 139). VEGF a su vez induce la fosforilacion en
tirosina de PB-catenina que le permite interactuar con la proteina de adhesion CD-31, un
reconocido marcador de angiogénesis (116). CD-31 es expresada en células endoteliales que
conforman los vasos sanguineos, donde sirve como reservorio de f-catenina manteniendo su
localizaciéon en la membrana plasmatica (115). Debido a estos antecedentes y a la observacion
de algunos tumores rodeados de vasos sanguineos al momento de la extraccion quirtirgica, se
examind6 CD-31 mediante inmunotincién. La marcacion positiva de CD-31 evidencio la
presencia de pequefios vasos sanguineos y el posterior analisis densitométrico arrojo un
aumento de CD-31 en tumores que sobreexpresan ADAR1p110. Estos resultados son similares

a lo observado en carcinoma cervical, donde alrededor del 86% de las muestras positivas a
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ADARI en pacientes presentan invasion vascular (122). Nuestros datos sugieren que
ADARIp110 propiciaria el desarrollo tumoral contribuyendo a su irrigacion sanguinea.

Si bien en TSCs la sobreexpresion de ADARIp110 induce neoangiogénesis con un
consecuente aumento de CD-31, la evaluacion in vitro de VEGF-A, un potente activador de la
angiogénesis en cancer (138), mostrdé que la regulacion de los niveles de ADARIp110 no
generan cambios en el contenido proteico de VEGF-A, asi como el exceso de ADARIp110
resulta en la reduccion del transcrito de VEGF-A en células MDA-MB-231.

Es sabido que en el tumor se produce disminucion de oxigeno (hipoxia) y que un
medio para evadir la muerte celular por hipoxia es inducir la expresion de HIF1-a
(“Hypoxia-inducible factor-10"") (166), un factor de transcripciéon que induce la expresion de
VEGF-A (167). De este modo, en condiciones de hipoxia se induce la formacién de vasos
sanguineos en tumores so6lidos (167). Estos antecedentes podrian explicar porque en nuestro
estudio in vitro no se encontro un cambio en el nivel de VEGF-A. Por otro lado, se ha
reportado que la disminucion en el nivel de oxigeno induce el aumento del transcrito de
VEGF-A (167), condicion que no fue evaluada en nuestro estudio.

Una investigacion realizada en lineas celulares de ESCC que sobreexpresan
ADARI1p110 ha sugerido que ADARI1 funciona como oncogén en su progresion y cambios en
su expresion estarian envueltos en la transformacion celular (73). Al igual que en nuestra
investigacion, una de sus aproximaciones fue estudiar el comportamiento del volumen tumoral
en animales inoculados subcutineamente con células que sobreexpresan ADARIp110,
encontrando que ADARIp110 induce la velocidad de crecimiento tumoral y que es
marcadamente mas alta comparada con la condiciéon control (73). No obstante, en nuestra

investigacion debido a que se presentaron lesiones en el epitelio en tumores de algunos
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animales, debimos realizar cirugia para extraer los tumores que presentaban evidencia de alta
agresividad. Luego, no fue posible observar el crecimiento de todos los tumores primarios
desarrollados en el tiempo que comprendid el estudio. Por esta razén, no se puede descartar
que la sobreexpresion de ADAR1p110 esté involucrada en tumorigénesis.

Usando perfiles de expresion génica se han identificado diferentes subtipos de TNBC.
La linea celular MDA-MB-231 corresponde al TNBC subtipo “mesenchymal stem-like” (168),
por lo tanto, se considera que seria necesario extender el estudio de la sobreexpresion de
ADARIp110 en otros modelos celulares de cancer de mama. En nuestros experimentos, no se
obtuvieron clones individuales después de la transduccion lentiviral desde células
MDA-MB-231 ADARIp110 (SE) o Mock, a fin de evitar los fenotipos derivados de la
seleccion clonal. En general, los resultados de este trabajo y varios otros (70) muestran cada
vez mas que la expresion elevada de ADARI promueve el crecimiento del cancer y la
metastasis en, por ejemplo, carcinoma hepatocelular, cancer de mama, cancer de esofago,
cancer de prostata y multiples modelos de xenoinjertos de tumor en ratones.

En nuestro estudio se condujeron experimentos in vitro € in vivo para evaluar el
impacto de ADARIp110 sobre la via Wnt candnica y los blancos que esta enzima regula.
Dado que muchos mRNAs son editados y mas del 85% de los pre-mRNAs son editados en sus
secuencias intronicas (57), no se puede descartar el papel de otros componentes de la via Wnt
canonica. Futuros estudios podran contribuir a definir si otras vias de sefalizacién son

moduladas por ADARI1p110 en TNBC.
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8. CONCLUSIONES

* ADARIp110 participa en la regulacion de la via Wnt candnica, alterando la expresion

de algunos componentes claves de la via en células MDA-MB-231 (Figura 42).

¢ Sobreexpresion de ADARIp110 se asocia con el aumento de migracion e invasion de
células MDA-MB-231.

* Sobreexpresion de ADARIp110 se asocia a una agresiva capacidad invasiva de células
MDA-MB-231 en tumores subcutaneos in vivo.

* Sobreexpresion de ADARIp110 se asocia in vivo a la formacion de nuevos vasos

sanguineos de tumores TNBC generados a partir de células MDA-MB-231.
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Figura 42: ADARI1p110 activa la via de sefializacion Wnt canonica que promueve la
migracion e invasion celular en células MDA-MB-231. La sobreexpresion de ADARI1p110
(Figura 12) induce la disminucion de GSK-3p (Figura 14A), incremento de AKT
(Figura-14B), aumento de B-catenina total y de B-catenina no fosforilada (Figura 15B y 15C,
respectivamente). La activacion de la via de la via Wnt canonica (Figura 20B) promueve el
aumento de Survivina, Ciclina D1 y c-Myc (Figura 22); disminucion de Cadherina-11 (Figura
25B) y reduccion del transcrito de VEGF-A, sin afectar su nivel proteico (Figura 31A y 31B,
respectivamente). Ademads, induce la capacidad de migracion (Figura 28) y la transcripcion de
MMP-9 (Figura 30), esta ultima, asociada al aumento de la invasion de las células
MDA-MB-231 tanto in vitro (Figura 29) como in vivo (Figura 33). Flechas en color morado
indican sobreexpresion de ADARIpl110; flechas en color azul resultados encontrados en
nuestro estudio; flechas en negro antecedentes reportados por otros investigadores; signos de
interrogacion, aproximaciones a abordar en futuros estudios.
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