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RESUMEN 

 

El cáncer de mama es una de las enfermedades con mayor impacto en la 

salud mundial. Si bien ha habido un gran desarrollo de las terapias convencionales 

para poder abordarlo, la principal causa de muerte es la metástasis. Por eso, es de 

gran importancia el estudio de sus bases moleculares y celulares, en vista a un futuro 

tratamiento. Para metastatizar, las células reactivan un programa embrionario latente 

llamado transición epitelio-mesenquimática (TEM). 

Glipicano-3 (GPC3) es un proteoglicano con un importante rol en el desarrollo 

embrionario que ha sido vinculado con cáncer. Nuestro grupo determinó previamente 

que GPC3 actuaría como un supresor metastásico en cáncer de mama, modulando 

diversas propiedades tumorales adquiridas durante la TEM. 

En este trabajo nos propusimos ampliar el análisis sobre el rol de GPC3 en la 

TEM atravesada por las células tumorales mamarias, enfocándonos en sus 

mecanismos moleculares y celulares. Para esto, empleamos líneas celulares 

humanas de cáncer mamario con la expresión de GPC3 genéticamente modificada, 

desarrolladas previamente por nuestro grupo. Así, este glipicano fue sobreexpresado 

en las células MDA-MB231 (RE-, RP-, Her2-, GPC3-), mientras que su expresión fue 

silenciada en las células MCF-7 (RE+, RP+, Her2-, GPC3+). Confirmamos que las 

células que expresan GPC3 exhiben un fenotipo más epitelial, ubicando su Actina en 

posición preferentemente cortical. Al evaluar la adhesión celular a componentes de la 

matriz, determinamos que la sobreexpresión de GPC3 en las células MDA-MB231 

indujo una disminución en su capacidad de adherirse a Fibronectina (FN) y Laminina 

(LN), así como a plástico. Por otro lado, el silenciamiento de GPC3 no causó cambios 

en la adhesión de las células MCF-7 a FN y plástico, pero redujo su adhesión a LN. 

Estos cambios en los patrones de adhesión fueron acompañados de la modulación 

en los niveles de expresión de las Integrinas β1 y β4, así como de firmas de genes 

asociadas al fenómeno. Cuando estudiamos la población de células con 

características stem, observamos que la sobreexpresión de GPC3 en las células 

MDA-MB231 favoreció la formación de esferas, las que fueron mayores en número y 

tamaño. De igual manera, el silenciamiento de GPC3 en las células MCF-7 indujo una 

disminución en el número de esferas formadas. Asociado a esto, encontramos un 

incremento en los niveles de ARNm del marcador de pluripotencialidad OCT4 en las 
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monocapas de células que expresan GPC3. Diversas firmas de genes vinculados al 

mantenimiento de la población stem, se encontraron reguladas en los pacientes 

clasificados como “alto GPC3”. Al analizar el efecto de GPC3 sobre las vías de 

señalización involucradas en la regulación de la TEM, obtuvimos que la presencia del 

glipicano provocó una regulación diferencial de la expresión de distintos componentes 

de la vía de TGF-β, como TGF-β1, TGF-βRI, TGF-βRII y Smad 2/3. Además, 

encontramos que las células que expresan GPC3 exhiben una reducción en la 

fosforilación de Smad2/3, lo que sugiere una menor activación de la vía. Todos estos 

resultados estuvieron respaldados por análisis bioinformáticos de enriquecimiento de 

firmas genes. 

En resumen, la información obtenida en este trabajo nos demuestra que GPC3 

es un importante regulador de los mecanismos celulares y moleculares involucrados 

en la TEM en el cáncer mamario. Por ende, podría considerarse un potencial blanco 

terapéutico para tratar la metástasis. 
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ABSTRACT  

 

“Cellular and molecular effect of Glypican-3 (GPC3) on the epithelial-mesenchymal 

transition of human breast cancer cells. Role of TGF-ꞵ” 

 

Breast cancer ranks among the diseases with the greatest impact on global 

health. While considerable progress has been made in conventional therapies, 

metastasis remains the leading cause of death. Therefore, studying its molecular and 

cellular bases is crucial for future treatment. To metastasize, cancer cells reactivate a 

latent embryonic program known as epithelial-mesenchymal transition (EMT). 

Glypican-3 (GPC3) is a proteoglycan with a significant role in embryonic 

development, that has been linked to cancer. Our group previously determined that 

GPC3 would work as a metastatic suppressor in breast cancer, modulating several 

tumor properties acquired during EMT. 

In this study, we aimed to deepen the analysis of GPC3´s role in the EMT 

process of mammary tumor cells, focusing on its molecular and cellular mechanisms. 

For this purpose, we used genetically modified human breast cancer cell lines 

previously created by our group. Specifically, GPC3 was overexpressed in MDA-

MB231 cells (ER-, PR-, Her2-, GPC3-), while it was silenced in the MCF-7 ones (ER+, 

PR+, Her2-, GPC3+). We confirmed that GPC3-expressing cells exhibited a more 

epithelial phenotype, with Actin predominantly localized cortically. When we evaluated 

cell adhesion to matrix components, we found that GPC3 overexpression in MDA-

MB231 cells induces a decrease in their adhesion to Fibronectin (FN), Laminin (LN), 

and plastic. On the other hand, GPC3 silencing did not affect the adhesion of MCF-7 

cells to FN and plastic, but it reduced their adhesion to LN. These changes in the 

adhesion patterns were accompanied by the modulation of the β1 and β4 Integrins 

expression, as in gene signatures associated with this phenomenon. When we studied 

the stem cell population, we observed that GPC3 overexpression in MDA-MB231 cells 

favored the formation of larger and more numerous spheres. In the same way, GPC3 

silencing in MCF-7 cells was linked to a reduction in the number of spheres. In 

association, we found an increase in the mRNA levels of the pluripotency marker 

OCT4 in GPC3-expressing cell monolayers. Several gene signatures linked to the 

stem cell population´s maintenance was regulated in patients classified as "high 
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GPC3". From the analysis of GPC3´s effect on signaling pathways involved in the 

EMT, we found that it´s presence controls the expression of various components of 

the TGF-β pathway, such as TGF-β1, TGF-βRI, TGF-βRII, and Smad 2/3. Additionally, 

GPC3-expressing cells exhibited lower Smad 2/3 phosphorylation, suggesting a 

reduction in the pathway´s activity. All these results were supported by bioinformatics 

analysis of gene signature enrichment. 

In sum, the information obtained in this study demonstrates that GPC3 is a 

central regulator of several cellular and molecular mechanisms involved in breast 

cancer EMT. Therefore, it could be considered a potential therapeutic target for 

treating metastasis. 
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INTRODUCCIÓN 

1- Cáncer. 

 

El cáncer (también referido como “neoplasia” o “tumor maligno”) es una 

afección que puede comenzar en casi cualquier órgano o tejido del cuerpo e implica 

que las células alteradas biológica y genéticamente, crecen sin control y van más allá 

de sus límites habituales para invadir partes adyacentes del cuerpo y/o propagarse a 

otros órganos a través de los sistemas sanguíneo o linfático. Este último proceso se 

llama metástasis, y es la principal causa de muerte por cáncer (Organización Mundial 

de La Salud, 2022). 

 

1.1- Biología del Cáncer. 

 

Las células de un organismo eucarionte complejo funcionan como una 

sociedad, se reproducen por división celular y se organizan en colaboración formando 

tejidos. La organización celular está jerarquizada para mantener su supervivencia. 

Para coordinar su comportamiento, las células mandan, reciben e interpretan una 

serie de señales extracelulares, que son órdenes de cómo deben comportarse en 

cuanto a permanecer latentes, crecer, dividirse, diferenciarse o morir, de acuerdo con 

las necesidades del organismo (Alberts et al., 2013). Ahora bien, el cáncer rompe las 

reglas básicas del comportamiento celular por el cual se rigen estos organismos 

complejos. Las células tumorales presentan defectos en las vías de señalización que 

controlan la proliferación celular normal y su homeostasis. Dichas células, presentan 

dos principales características: se reproducen sin ajustarse a las restricciones 

normales del crecimiento y división celular, e invaden y colonizan sitios normalmente 

destinados a otras células (Cree, 2011). 

Se entiende entonces que las neoplasias o tumores son masas anormales de 

tejido cuyas células crecen descontroladamente y se acumulan. Pueden ser benignas 

o malignas de acuerdo con determinadas características biológicas. Una neoplasia se 

considera benigna si su crecimiento está limitado al sitio de origen y no se disemina 

a otros sitios alejados. Por el contrario, una neoplasia maligna o cáncer es aquella 

que puede crecer infiltrando los tejidos cercanos y sus células poseen la capacidad 
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de propagarse a otros sitios, lejos del lugar de origen, para dar lugar a focos de 

crecimientos secundarios o metástasis (Alonso et al., 2019; Lodish et al., 2004)  

Existen una gran variedad de tipos de cáncer, los cuales tienen algunas 

similitudes, pero son diferentes en la manera en que crecen y se propagan. Sin 

embargo, el origen siempre es del mismo tipo: un cambio o daño genético, 

generalmente en genes que controlan la división celular. Estos daños pueden ser 

heredados o también adquiridos a lo largo del tiempo. Sumado a esto, a medida que 

transcurre la enfermedad, es posible que aparezcan nuevas mutaciones, deleciones, 

o amplificaciones génicas, lo cual hace referencia al concepto de inestabilidad génica. 

La inestabilidad génica es una de las características de las células que sufrieron 

transformaciones malignas, y la causa de la enorme variedad observada durante el 

desarrollo del cáncer (Alazzouzi, 2006). 

Si bien todos los tipos de cáncer son diferentes, Hanahan y Wienberg 

enumeraron una serie de propiedades tumorales adquiridas por la mayoría de las 

células malignas (Hanahan & Weinberg, 2011). Estas son: proliferación celular 

desmedida, evasión de supresores del crecimiento, evasión del sistema 

inmunológico, replicación ilimitada, promoción del proceso inflamatorio, actividad 

invasiva y metastásica, promoción de angiogénesis, inestabilidad genómica y 

mutaciones, evasión de la apoptosis y desregulación del metabolismo celular (Figura 

1A). En 2022, Hanahan presentó 4 nuevas características potenciales, que podrían 

incorporarse como componentes centrales de estas características distintivas, y son 

desbloquear la plasticidad fenotípica, reprogramación epigenética no mutacional, 

microbiomas polimórficos y células senescentes (Hanahan, 2022) (Figura 1B). 
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Figura 1. Propiedades adquiridas por las células tumorales. A- La imagen representa las 

características principales adquiridas por las células luego de sufrir una transformación maligna 

propuestas en 2011. B- Se observan las 4 nuevas características propuestas en 2022. Adaptado de 

Hanahan, 2022. 

 

2- Cáncer de mama. 

 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte por cáncer en mujeres a 

nivel mundial. En Argentina, es el cáncer de mayor magnitud en cuanto a ocurrencia 

para 2022, con casi 22.000 casos al año. También, representa el 16% de todos los 

tumores malignos y aproximadamente un tercio de los cánceres femeninos (IARC 

Cancer Today, 2022) (Figura 2). 

 

Figura 2. Número estimado de casos nuevos de cáncer en 2022 en Argentina. El color rosa representa 

el cáncer de mama. A- Para ambos sexos, todas las edades. B- En mujeres, todas las edades. 

Adaptado IARC, Cancer Today, 2022. 
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Los factores de riesgo del cáncer de mama incluyen edad, raza, menarca 

temprana, menopausia tardía, características de la mama, patrones reproductivos, 

uso de hormonas exógenas, consumo de alcohol o tabaco, dieta y actividad física. 

Además, mutaciones en determinados genes pueden conducir a un riesgo elevado 

de padecer cáncer de mama, como son los genes supresores de tumores BRCA1 y 

BRCA2, entre otros (Winters et al., 2017). 

 

2.1- Glándula mamaria. 

 

La estructura y el desarrollo de la glándula mamaria, así como los 

componentes nutricionales de la leche (glóbulos de grasa, micelas de Caseína, 

proteínas del suero y azúcares) están altamente conservados en todos los mamíferos 

(Slepicka et al., 2021). La mama está compuesta principalmente por el cuerpo 

glandular que presenta 12 – 20 lóbulos, cada uno de los cuales está formado por un 

sistema de conductos excretores y lobulillos que se encuentran incluidos en el tejido 

conjuntivo laxo (Figura 3). El árbol galactóforo mamario está compuesto por tejido 

conjuntivo, tejido adiposo y estructuras glandulares epiteliales. Esta glándula está 

sujeta a regulación hormonal y sufre un desarrollo adicional al embrionario hacia la 

pubertad, etapa donde aumenta el número de lóbulos, se alarga el conducto y las 

ramificaciones, y se expande el estroma (Welsch, 2009).  

Las células epiteliales mamarias forman un epitelio de dos capas y se separan 

en dos compartimentos distintos: una capa interna de células epiteliales luminales y 

una capa externa de células epiteliales basales. Estas dos capas de células presentan 

heterogeneidad propia. Las poblaciones de células luminales se subclasifican según 

el estado de los receptores de hormonas y factores de crecimiento. El epitelio basal 

contiene un subconjunto de células mioepiteliales que se encuentran a lo largo del 

exterior del árbol epitelial ductal y ayudan en la motilidad de la proteína de la leche a 

lo largo de la luz (Visvader, 2009). 

La variación y heterogeneidad en el tejido están controladas por hormonas y 

factores de crecimiento que, si bien permiten el correcto desarrollo y funcionamiento 

de la misma, hacen que las células que la componen sean susceptibles de sufrir 

mutaciones, que al acumularse pueden llevar a la adquisición de un fenotipo 

transformado (Líška et al., 2016). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/micelle
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/whey-protein
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Figura 3. Anatomía de la mama femenina. Se muestran los lóbulos conformados por los conductos y 

los lobulillos, además de otras partes internas de la mama. A la izquierda, se observan el pezón y la 

areola, que se encuentran en la parte externa de la mama. 

 

2.2- Clasificación clínica. 

 

Para describir el estadio en el cual se encuentra el paciente, en la mayoría de 

los casos se utiliza el sistema TNM. Para llevar a cabo esta clasificación se utilizan 

pruebas de diagnóstico y exploraciones clínicas. Es así que, se clasifica al paciente 

según el tamaño y ubicación del tumor (T), según la presencia de diseminación en 

ganglios linfáticos (N) y según la diseminación en otras partes del cuerpo (M) 

(American Cancer Society, 2019). Existen 5 estadios: estadio 0, que es carcinoma 

ductal in situ no invasivo (DCIS), y los estadios I a IV, que representan cáncer de 

mama invasivo (American Society of Clinical Oncology, 2018).  

La determinación del estadio puede ser clínica o patológica. La determinación 

clínica está basada en los resultados de las pruebas que se realizan antes de la 

cirugía y la patológica en qué se encuentra durante la cirugía al extirpar el tejido de la 

mama y los ganglios linfáticos. Esta última suele brindar la mayor parte de la 

información para determinar el pronóstico de un paciente (American Society of Clinical 

Oncology, 2018). 
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2.3- Clasificación molecular. 

 

Para la clasificación molecular de los tumores mamarios se recurre a las 

propiedades inmunohistoquímicas, que definen el estatus hormonal. El receptor de 

estrógeno alfa (ERα), el receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de 

crecimiento epidérmico (HER2) son los tres factores pronósticos obligatorios y 

predictivos en el cáncer de mama invasivo utilizados en la práctica clínica habitual 

(Allred, 2010). De esta forma, los tumores se pueden clasificar en positivos para 

receptores hormonales, HER2 positivos y triples negativos (negativo para ambos 

receptores hormonales, así como también para el receptor HER2). La mayor parte de 

los tumores mamarios son positivos para receptores hormonales y éstos, a su vez, 

pueden clasificarse en dos subtipos: Luminal A (grado de diferenciación bajo o 

intermedio) y Luminal B (grado de diferenciación alto). También pueden ser HER2 

positivos o negativos, siendo que los Luminal B tienden a ser positivos y los Luminal 

A, negativos. Aquellos tumores que expresan HER2 pero que no expresan receptores 

hormonales son los denominados HER2+ (Delgado et al., 2010; Molina et al., 2001). 

Los distintos subtipos se resumen en la Tabla 1. 

A pesar del desarrollo de nuevos métodos diagnóstico y nuevas tecnologías 

para el desarrollo de terapias, la recurrencia local, la metástasis y la resistencia a los 

medicamentos continúan siendo grandes problemas para esta patología. 

 

 

Tabla 1. Clasificación molecular de los diferentes subtipos de cáncer de mama y sus características. 

SUBTIPO RECEPTORES 
HORMONALES 

HER2 PRONÓSTICO 

Luminal A ER+, PR+ Negativo Favorable 

Luminal B ER+, PR+ Negativo o Baja 
expresión 

Favorable 

HER2 Positivo ER-, PR- Alta expresión Desfavorable 

Triple Negativo ER-, PR- Negativo Muy Desfavorable 
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3- Metástasis. 

 

Los tumores malignos se caracterizan por poseer una elevada capacidad de 

invasión. Esta capacidad de invadir tejidos circundantes constituye el primer paso 

necesario para desarrollar las metástasis. Este proceso consta de varias etapas, las 

cuales se encuentran controladas por diferentes señales celulares y del ambiente. Es 

importante comprenderlas debido a que la mortalidad asociada al cáncer es en gran 

parte producto del desarrollo de metástasis. Por lo tanto, estudiarlas permitirá la 

detección de aquellos actores claves con potencial de ser blancos terapéuticos 

(Román Curto, 1999). 

Aparte de los posibles problemas de compresión local, los tumores benignos 

no suelen provocar la muerte del paciente, incluso aunque alcancen gran tamaño, 

mientras que la metástasis conduce regularmente a la muerte. El enfoque terapéutico 

de este importante evento oncogénico está todavía en desarrollo. El estudio de la 

diseminación metastásica es mucho más difícil de abordar que el de la proliferación 

celular. De hecho, la metástasis como la angiogénesis, implica interacciones 

complejas entre el tumor y el estroma. Por lo tanto, la contribución de las vías de 

adhesión y motilidad se suma a la de las vías de proliferación y supervivencia celular 

(Robert, 2013). 

 

3.1- Cascada Metastásica. 

 

La cascada metastásica es una serie de eventos que dan lugar a la metástasis, 

como se ve en la Figura 4. Éstos incluyen la invasión local de la matriz extracelular 

(MEC), la intravasación, la diseminación y supervivencia de las células durante su 

pasaje por el sistema circulatorio, el anclaje en órganos distantes, la extravasación y, 

por último, la proliferación celular que dará lugar primero a micrometástasis y luego a 

metástasis consolidadas o tumores secundarios (Román Curto, 1999). 
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Figura 4. Cascada metastásica. Para metastatizar, las células tumorales deben desprenderse del 

tumor primario, invadir la MEC y entrar en la circulación, detenerse en los lechos capilares, adherirse 

al endotelio y a la membrana basal subendotelial, entrar en el parénquima del órgano blanco, responder 

a factores de crecimiento autócrinos o parácrinos y proliferar.  

 

3.2- Transición Epitelio-Mesenquimática (TEM). 

 

La TEM es un proceso biológico embrionario en el que las células epiteliales 

polarizadas, que normalmente interactúan con su membrana basal, pierden su 

organización y las uniones intercelulares, reprograman la expresión génica y 

desarrollan múltiples cambios bioquímicos que hacen que éstas adquieran un fenotipo 

mesenquimático (Buchanan et al., 2011). Este proceso normal embrionario es 

reactivado por la célula tumoral para poder progresar e invadir tejidos vecinos. De 

esta manera, las células epiteliales desarrollan varias propiedades características de 

un fenotipo mesenquimático, como la pérdida de adhesión homotípica, la formación 

de fibras de estrés de Actina, la disminución de los niveles de expresión de 

marcadores epiteliales, tales como E- Cadherina, así como también el aumento de la 

expresión de marcadores mesenquimáticos, como Vimentina (Gonzalez & Medici, 

2014) 

El programa TEM confiere a las células epiteliales propiedades que son críticas 

para la invasión y diseminación metastásica, como una mayor motilidad, invasividad 

y la capacidad de degradar componentes de la MEC (Lambert et al., 2017). Durante 

la TEM ocurre la pérdida de la polaridad ápico-basal a medida que se produce un 

déficit de las uniones estrechas, las uniones intercelulares adherentes se 
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desensamblan, ocasionando que las células pierdan sus adhesiones homotípicas, se 

separan los desmosomas, se debilitan las uniones tipo gap y por último se degrada la 

membrana basal (Huang et al., 2012). 

Una vez que las células atraviesan la TEM, se produce una subregulación de 

marcadores de superficie de células epiteliales, como son la E-Cadherina (marcador 

epitelial por excelencia) y las Integrinas epiteliales, que median la conexión entre 

células vecinas y con la membrana basal respectivamente. Lo mismo ocurre con 

Claudinas, Ocludinas y Citoqueratinas. El fenotipo mesenquimático resultante se 

caracteriza por cambios morfológicos y moleculares, tales como: 1- adquisición de 

forma alargada similar a la de los fibroblastos; 2- reorganización de los componentes 

del citoesqueleto (la Actina periférica es reemplazada por fibras de estrés, mientras 

que los filamentos intermedios de Citoqueratina son reemplazados por Vimentina, que 

es el principal filamento intermedio del citoesqueleto de las células mesenquimáticas); 

3- expresión de marcadores mesenquimáticos (como N-Cadherina, Actina de músculo 

liso e Integrinas mesenquimáticas, componentes de la MEC - colágeno α1 y α2); 4- 

translocación nuclear de factores de transcripción específicos (Snail, Slug, ZEB1/2, 

Twist1/2); 5- resistencia a la apoptosis; 6- aumento de la capacidad de invasión y 

migración a través de la MEC sin contacto célula-célula (Micalizzi et al., 2010; Tiwari 

et al., 2012) (Figura 5). 

La TEM es inducida por vías de señalización mediadas por el factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β), la proteína morfogénica ósea (BMP), Wnt-β-

Catenina, Notch, Hedgehog y receptores de Tirosina Quinasas (RTKs) (Gonzalez & 

Medici, 2014). 
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Figura 5. Proceso de Transición Epitelio-Mesenquimática (TEM). Se muestran los principales cambios 

tanto fenotípicos como genotípicos atravesados por las células epiteliales al adquirir las características 

de una célula mesenquimática mediante el programa de la TEM.  

 

3.3- Adhesión célula-matriz extracelular (MEC) e Integrinas. 

 

La MEC es una compleja red de polisacáridos y proteínas, formada 

principalmente por glicoproteínas grandes - como colágenos, Fibronectina (FN), 

Laminina (LN) y proteoglicanos (PG) - que se ensamblan en fibrillas u otras matrices 

macromoleculares complejas (Cerón Zúñiga et al., 2014). 

La adhesión celular a la MEC es esencial para el desarrollo de múltiples 

procesos biológicos como son la homeostasis tisular, la diferenciación celular, el 

desarrollo embrionario y el cierre de heridas. Las interacciones con la MEC se inician 

generalmente por la unión de receptores de adhesión a moléculas de la MEC y la 

agregación de estos receptores en los puntos de unión (Gumbiner, 1996). Aunque la 

suma de todas las interacciones determina sobre todo la fuerza de la adhesión a la 

MEC, diferentes componentes de la matriz se unen a diferentes receptores de 

adhesión, lo que puede influir en el comportamiento celular en procesos como 

proliferación, diferenciación y migración (Dao et al., 2013) 

Muchas de las interacciones célula-MEC están mediadas por las Integrinas. 

Estos receptores de adhesión heterodiméricos combinan diferentes subunidades α y 
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β que se unen entre sí de manera covalente, haciendo que las células pueden ajustar 

su repertorio de receptores de adhesión a las moléculas presentes en un determinado 

tejido. Las Integrinas conectan el citoesqueleto de Actina y Miosina con el tejido 

conectivo a través de las proteínas de adhesión focal, de manera que la formación 

del complejo entre Talina y la cola citoplasmática de la subunidad β de la Integrina es 

capaz de cambiar su conformación a un estado activo. Dependiendo del patrón de 

expresión de las Integrinas, las células pueden ser dirigidas a compartimentos 

tisulares específicos, lo que ayuda a la organización tisular en diferentes zonas 

estructurales y funcionales (Dao et al., 2013; Deb et al., 2012). 

Las Integrinas están implicadas en casi todos los pasos de la progresión del 

cáncer, desde el desarrollo del tumor primario hasta la metástasis, y presentan 

funciones adaptables y en ocasiones antagónicas. La expresión alterada de las 

Integrinas se detecta con frecuencia en los tumores. Además, las Integrinas 

determinan la colonización de los sitios metastásicos y facilitan la supervivencia 

independiente del anclaje de las células tumorales circulantes (Hamidi & Ivaska, 

2018). 

La Integrina β1, que constituye el subgrupo más grande de Integrinas, se 

expresa de manera aberrante en el carcinoma de mama humano y contribuye a 

diversos fenotipos malignos, incluida la TEM, la metástasis y la angiogénesis (Hou et 

al., 2016). Esta subunidad, forma dímeros con al menos 12 subunidades α distintas y 

se encuentra en casi todas las células de vertebrados. Así, por ejemplo, α5β1 es un 

receptor de Fibronectina y α6β1 es un receptor de Laminina en muchos tipos de 

células (Alberts et al., 2013). Otra subunidad β relevante, asociada a un papel 

tumorigénico y pro-metastásico, es la β4 (X.-L. Li et al., 2017). 

 

3.4- Vías de señalización asociadas a la progresión tumoral y la regulación de la TEM. 

 

Los mecanismos moleculares de la TEM están siendo investigados desde hace 

varios años. Los primeros estudios en embriones han señalado la participación de la 

vía de señalización de Wnt en este fenómeno (Logan & Nusse, 2004). Otros estudios 

han implicado a la vía de TGF-β, tanto en el desarrollo como en la patología. TGF-β 

es una Citoquina multifuncional sobreexpresada en la mayoría de los tumores 

humanos, conocida por desempeñar un papel doble en su desarrollo. En las primeras 

fases de la tumorigénesis epitelial, TGF-β tiene fuertes efectos anti-proliferativos, pro-



21 

apoptóticos e inhibidores del crecimiento tumoral (supresor tumoral), mientras que en 

las etapas posteriores promueve la progresión tumoral al estimular la TEM, la 

invasividad y la migración celular. De hecho, esta Citoquina es una de los inductores 

más potentes y mejor conocidos de TEM (Nawshad et al., 2005). La vía de 

señalización de TGF-β está mediada por receptores transmembrana Serina-Treonina 

Quinasa llamados TGF-βRI y TGF-βRII, y se inicia por la unión del ligando a TGF-

βRII que conduce a la formación de un complejo heterodimérico con el receptor TGF-

βRI, lo que resulta en la fosforilación y activación de este último. TGF-βRI activado 

fosforila entonces a las proteínas Smad2 y Smad3 citoplasmáticas que se unen en un 

complejo heteromérico con Smad4. El complejo Smad se transloca al núcleo donde 

regula la actividad de genes diana específicos, incluido el factor de transcripción TCF/ 

LEF1. Este factor tiene sitios de unión para Smads y β–Catenina, y está fuertemente 

implicado en la TEM dependiente de Smad. Además, la Quinasa unida a Integrina 

(ILK) puede ser un efector descendente de la TEM mediada por TGF-β, activando la 

vía Wnt-β-Catenina (Nawshad et al., 2005) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Vía de señalización de TGF-β. El factor TGF-β interactúa con el receptor de tipo II activo 

(TGF-βRII) permitiendo la fosforilación del receptor de tipo I (TGF-βRI). Las proteínas Smad2 y Smad3 

son reclutadas por TGF-βRI donde ambas son fosforiladas. Esta acción permite la formación del 

complejo proteico Smad2, Smad3 y Smad4 que se transloca al núcleo para regular la transcripción de 

genes diana. Por el contrario, la proteína Smad7 inhibe la fosforilación de Smad2 y Smad3. Adaptado 

de Fernández Iglesias & Gracia Sancho, 2017. 
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4- Proteoglicanos. 

 

4.1- Aspectos generales. 

 

Los proteoglicanos (PGs) son un grupo diverso de glucoconjugados, 

compuesto por diferentes proteínas modificadas post-traduccionalmente con una o 

más cadenas de Glicosaminoglicanos (GAGs). Las cadenas de heparán sulfato (HS) 

y de condroitín sulfato (CS) son las dos formas más comunes de GAGs (Alonso et al., 

2019). 

Los PGs se distinguen claramente de otras glicoproteínas por la naturaleza, 

cantidad y disposición de sus cadenas laterales de azúcar. Por definición, al menos 

una de las cadenas laterales de azúcar de un proteoglicano debe ser un GAG. Los 

PGs pueden contener hasta un 95% de carbohidratos en peso, principalmente en 

forma de cadenas GAGs largas y no ramificadas. Un solo tipo de proteína central 

puede transportar números y tipos muy variables de cadenas GAGs unidas. Además, 

la secuencia repetida subyacente de disacáridos en cada GAG puede modificarse 

mediante un patrón complejo de grupos sulfato. Como se mencionó anteriormente, 

los grupos más comunes son los de HS y CS (Alberts et al., 2007). 

Algunos PGs son componentes integrales de las membranas plasmáticas y 

tienen su proteína central insertada a través de la bicapa lipídica o unida a la bicapa 

lipídica por un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Watanabe et al., 1995). Se 

propone que éstos podrían ejercer su efecto al unirse a ligandos mediante sus 

cadenas GAGs o su cuerpo proteico y de esta manera llevar a cabo tres mecanismos 

de acción diferentes (Mythreye & Blobe, 2009): 

1. Facilitar la presentación del ligando a su receptor mediante su inmovilización 

en la superficie celular. 

2. Unir al ligando, secuestrándolo e impidiendo que señalice. 

3. En su forma soluble podría actuar como en 1 o 2. 

Los PGs son capaces de interactuar con factores de crecimiento, Citoquinas y 

Quimioquinas (Theocharis et al., 2010) y proporcionar una plataforma de señalización 

para que las moléculas y los morfógenos interactúen con otros componentes 

importantes (Theocharis et al., 2014; Yan & Lin, 2009). Existe una gran cantidad de 

evidencia que relaciona los niveles de expresión de PGs y GAGs con el crecimiento, 

la invasión y la metástasis del cáncer de mama (Theocharis et al., 2015). 
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Los PGs controlan numerosos procesos normales y patológicos, entre los que 

se encuentran la morfogénesis, la reparación de tejidos, la inflamación, la 

vascularización y la metástasis. Durante el desarrollo y crecimiento del tumor, la 

expresión de PGs se modifica notablemente en el microambiente tumoral. La 

expresión alterada de éstos en las membranas de las células tumorales y estromales 

afecta a la señalización, el crecimiento y la supervivencia, la adhesión celular, la 

migración y la angiogénesis. Los PGs se encuentran entre los actores clave en el 

microambiente del tumor de mama, sugiriendo su potencial como objetivos 

terapéuticos. Algunos investigadores han indicado que el tratamiento farmacológico 

podría apuntar al metabolismo de los proteoglicanos, su utilización como blancos para 

la inmunoterapia o su uso directo como agentes terapéuticos (Theocharis et al., 2010). 

Al día de hoy, existe una gran evidencia que relaciona los niveles de expresión de 

PGs / GAGs con el crecimiento, la invasión y la metástasis del cáncer de mama 

(Theocharis et al., 2015). 

 

4.2- Proteoglicanos de Heparán Sulfato (HSPGs). 

 

Los HSPGs son proteínas que llevan unidas cadenas largas, no ramificadas, 

de polisacáridos de heparán sulfato (HS). Se pueden encontrar tanto en la superficie 

celular como en la MEC, donde ejercen su acción interactuando de forma selectiva 

con gran variedad de ligandos. Una gran parte de la funcionalidad biológica de los 

PGs puede ser atribuida directamente a la parte polisacarídica debido a su 

complejidad estructural y patrón de sulfatación, originado en base a un complejo 

mecanismo biosintético controlado por un número limitado de genes (Esko & Lindahl, 

2001; Iozzo & San Antonio, 2001). 

Se conocen distintos tipos de HSPGs: los que forman parte de las membranas 

celulares (sindecanos), los que están anclados a la membrana celular (glipicanos) y 

los que constituyen la MEC (perlecán, agrina y colágeno XVIII) (Nagarajan et al., 

2018). 

En algunas células tumorales, los genes implicados en la biosíntesis de los 

HSPGs se regulan de manera positiva y negativa. La regulación positiva de dos 

HSPGs de la superficie celular, glipicano-1 (GPC1) y sindecano-1 (SDC1), y de la 

sulfatasa extracelular Sulf-2, se ha descrito en tejidos malignos de cáncer de mama 

(Matsuda et al., 2001; Morimoto-Tomita et al., 2005), mientras que la regulación 
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negativa de otro glipicano de superficie (GPC3) también fue informada en la misma 

patología (Castillo et al., 2015; Gonzalez et al., 1998). 

 

4.2.1- Glipicanos (GPCs). 

 

Los GPCs son HSPGs que se unen a la superficie externa de la membrana 

plasmática mediante un anclaje GPI. Existen seis miembros de la familia en los 

mamíferos. Todos se expresan predominantemente durante el desarrollo y sus 

niveles cambian de forma, período y tejido específica, sugiriendo que están 

involucrados en la regulación de la morfogénesis (Tabla 2). Éstos pueden ser 

liberados de la superficie celular por una lipasa llamada Notum, y la mayoría de ellos 

están sujetos a escisión endoproteolítica por convertasas de tipo Furina (Traister et 

al., 2008). 

El cuerpo proteico de los GPCs es similar entre los miembros de la familia, y 

todos contienen una secuencia Péptido Señal (PS) secretoria N-terminal y un dominio 

hidrofóbico C-terminal requerido para la inserción del ancla GPI. Las características 

estructurales que se conservan en toda la familia incluyen la localización de 14 

residuos de Cisteína y de los sitios de inserción para las cadenas de GAGs. Todos 

estos sitios están cerca del extremo C-terminal, colocando las cadenas GAGs cerca 

de la superficie de la célula, y sugiriendo que éstas podrían mediar la interacción de 

GPCs con otras proteínas de la superficie (Filmus et al., 2008). 

Se ha propuesto que los GPCs pueden servir como co-receptores de factores 

de crecimiento, regulando el nivel de activación del receptor correspondiente. 

Específicamente, se demostró su relación con factores de crecimiento fibroblástico 

(FGFs), factores Wnts, proteínas morfogenéicas óseas (BMPs) y factores Hedgehogs 

(Hhs) (DeBaun et al., 2001; Mythreye & Blobe, 2009). 
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Tabla 2. Subtipos de glipicanos y sus patrones de expresión. 

Nombre Expresión en el 
embrión 

Expresión en el 
adulto 

Referencia 

Glipicano-1 Hueso, médula 
ósea, músculo, 
epidermis, riñón 

Mayoría de los 
tejidos 

(David et al., 1990; 
Litwack et al., 

1994) 

Glipicano-2 Sistema nervioso No detectado (Ivins et al., 1997; 
Stipp et al., 1994). 

Glipicano-3 Mayoría de los 
tejidos 

Ovario, glándula 
mamaria, 
mesotelio, 

pulmón, riñón 

(Cano-Gauci et al., 
1999; Li et al., 

2001). 

K-Glipicano 
(Glipicano-4) 

Cerebro, riñón, 
pulmón 

Mayoría de los 
tejidos 

(Drzeniek et al., 
1999; 

Veugelers et al., 
1998; 

Watanabe et al., 
1995). 

Glipicano-5 Cerebro, pulmón, 
hígado, riñón, 
extremidades 

Cerebro (Saunders et al., 
1997; 

Veugelers et al., 
1997). 

Glipicano-6 Principales 
tejidos, 

incluyendo riñón 
e hígado 

Principales tejidos, 
incluyendo ovario, 

riñón, hígado e 
intestino. 

(Veugelers et al., 
1999). 

 

 

 

4.2.2- Glipicano-3 (GPC3). 

 

GPC3 es un PG que se expresa ampliamente en tejido embrionario (Iglesias 

et al., 2008). Sin embargo, su expresión en el adulto queda confinada a ciertos 

órganos como mesotelio, ovario y mama. El gen de GPC3 codifica un precursor de 

70 kDa que puede ser clivado por una Furina para dar lugar a un extremo N-terminal 

de 40 kDa y un extremo C-terminal de 30 kDa unido a membrana (Figura 7) (Capurro 

et al., 2005). 

En 1995, se identificó que los pacientes que padecen el Síndrome de Simpson-

Golabi-Behmel (SGBS) poseen una mutación de pérdida de función en el gen de 
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GPC3. Esta afección, ligada al cromosoma X, se caracteriza por malformaciones 

graves y sobrecrecimiento prenatal y posnatal (Pilia et al., 1996). Los pacientes con 

SGBS, entre otras complicaciones, presentan un elevado riesgo de desarrollar 

tumores embrionarios, principalmente el tumor renal de Wilms y neuroblastomas 

(DeBaun et al., 2001). Algunas de las características clínicas de estos pacientes, 

además del fenotipo de ratones transgénicos deficientes en GPC3 posteriormente 

desarrollados, llevaron a hipotetizar que este glipicano inhibe la proliferación y la 

supervivencia celular en tejidos específicos durante el desarrollo (Gonzalez et al., 

1998). 

 

Figura 7. Representación esquemática del gen de GPC3 y su cuerpo proteico. El cuerpo proteico de 

GPC3 se localiza completamente en el compartimento extracelular. El gen codifica un precursor de 70 

kDa. El Péptido Señal (PS) y la señal para adición de GPI son removidas; ésta última es reemplazada 

con el ancla GPI. El precursor es clivado en dos subunidades que se mantienen unidas por puentes 

disulfuro. 

 

4.2.3- GPC3 y cáncer. 

 

Numerosos estudios han asociado a GPC3 con la proliferación celular y el 

control de la apoptosis (Filmus et al., 2008), y se han reportado cambios en su 

expresión durante el desarrollo del cáncer. Resulta interesante destacar que la 

desregulación de la expresión de GPC3 puede inhibir y promover la progresión del 

tumor, dependiendo del contexto celular (Buchanan et al., 2011). En general, GPC3 

se sobreexpresa en tumores originados a partir de tejidos adultos GPC3 negativos, 
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mientras que está regulado negativamente en tumores que surgen de tejidos adultos 

GPC3 positivos (Filmus & Selleck, 2001). Por lo tanto, varios tumores sobreexpresan 

GPC3, como hepatocarcinoma (HCC) (Capurro et al., 2003), tumores de Wilms 

(Toretsky et al., 2001) y tumores del saco vitelino (Sugimura et al., 2004), pero éste 

se encuentra regulado negativamente en otros, como cáncer de ovario (Lin et al., 

1999), gástrico (Han et al., 2016), de pulmón (Kim et al., 2003) y renal (Valsechi et al., 

2014), así como también en mesoteliomas (Murthy et al., 2000). Nuestro grupo 

determinó que, aunque la mama normal adulta presenta niveles detectables de GPC3, 

esta expresión se encuentra altamente disminuida en los tumores mamarios humanos 

(Castillo et al., 2015) 

Durante años, nos hemos dedicado a analizar el rol de este PG en la progresión 

tumoral mamaria, así como también las vías de señalización involucradas en su 

acción biológica (Castillo et al., 2016; Fernández et al., 2018; Guereño et al., 2020; 

Peters et al., 2003). Empleando modelos experimentales de cáncer mamario murinos 

y humanos presentamos evidencia in vivo e in vitro apoyando la hipótesis de que 

GPC3 tiene un papel protector contra la progresión del cáncer mamario. 

Demostramos que las células que expresan este glipicano reducen sus capacidades 

migratorias y clonogénicas, son más susceptibles a la apoptosis, exhiben mayor 

adhesión homotípica, y son menos invasivas y metastásicas (Castillo et al., 2016; 

Peters et al., 2003). Además, determinamos que GPC3 induce una alteración en la 

actividad proteolítica de las células murinas (Peters et al., 2003). En base a todas 

estas evidencias en su conjunto, hemos postulado a GPC3 como un supresor 

metastásico en cáncer de mama (Buchanan et al., 2011). 

En cuanto a las vías de señalización moduladas, demostramos que GPC3 

inhibe la vía pro-supervivencia Akt, mientras que estimula la vía pro-apoptótica MAPK 

p38 (Castillo et al., 2016; Guereño et al., 2020). Determinamos que este glipicano 

induce además una inhibición de la vía Wnt canónica, así como una activación de la 

no-canónica PCP (Castillo et al., 2016; Fernández et al., 2018). También, hemos 

descripto las interacciones entre las vías moduladas por GPC3, demostrando que 

éste opera a través de una intrincada red de señalización molecular. Del balance de 

estas interacciones, surge la inhibición de la metástasis inducida por GPC3 

(Fernández et al., 2018). 

Dado que GPC3 estaría actuando como un supresor metastásico en la 

patología mamaria, y como otros autores sugirieron que estos genes pueden inducir 
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dormancy, hemos investigado si la supresión metastásica causada por GPC3 es 

llevada a cabo mediante la inducción de este estado de latencia en el sitio de 

colonización secundaria (Guereño et al., 2020). Demostramos que la relación fosfo-

Erk / fosfo-p38 era menor en las células tumorales mamarias murinas que 

reexpresaban GPC3, mientras que los niveles de las proteínas marcadores de 

latencia p21, p27 y SOX2 (Sosa et al., 2015), eran más altos (Guereño et al., 2020). 

Además, los ensayos de metástasis experimentales in vivo confirmaron que las 

células murinas que expresaban GPC3, poseían menor capacidad metastásica. Es 

importante destacar la presencia de células latentes en los pulmones de los ratones 

inoculados con estas células GPC3 positivas, a pesar de no detectarse focos 

metastásicos macroscópicos. Dichas células, lograron reactivar su capacidad 

proliferativa in vitro, permaneciendo viables y tumorigénicas, pero volvieron a entrar 

en estado latente al llegar al sitio de colonización secundaria in vivo. A nivel molecular, 

nuestros estudios demostraron que GPC3 induce una inhibición del desarrollo de 

metástasis a través de la activación de la vía MAPK p38 (Guereño et al., 2020). 

 

5- Cancer stem cells (CSCs) y cáncer de mama. 

 

Las células madre o stem cells, generalmente definidas como células 

clonogénicas capaces de autorrenovarse y diferenciarse en múltiples linajes, son 

unidades de organización biológica responsables del desarrollo y la regeneración de 

tejidos y sistemas de órganos (Yin et al., 2021). Por otro lado, las cancer stem cells 

(CSCs), son una pequeña población de células presentes en un tumor con 

propiedades similares a las stem cells normales, pero con una mayor capacidad de 

autorrenovación y crecimiento, lo que provoca la progresión del cáncer (Cabrera, 

2015). Se demostró su presencia primero en tumores hematopoyéticos (Bonnet & 

Dick, 1997) y luego en tumores sólidos, como glioma (Bao et al., 2006), cáncer de 

pulmón (Wang et al., 2013), mama (Al-Hajj et al., 2003), colon (Odoux et al., 2008) y 

el de cabeza y cuello (Wilson et al., 2013). Se han utilizado varios términos para 

describir a las CSCs, incluidos células iniciadoras de cáncer, células madre tumorales 

funcionales, células iniciadoras de tumores y células similares a células madre 

cancerosas (Kaseb et al., 2016). 

Las CSCs son capaces de regular a las células vecinas, suministrarles 

nutrientes, y crear un entorno para el crecimiento de tumores, o viceversa. Pueden 
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también utilizarlas para su supervivencia mediante los mecanismos de inducción de 

autofagia y entosis. En general, forman poblaciones celulares heterogéneas, la 

mayoría de las veces con un alto potencial de plasticidad (Cabrera, 2015) y una alta 

resistencia a los factores de estrés dentro del microambiente tumoral. Así, son 

capaces de evadir la muerte celular inducida por fármacos quimioterapéuticos, 

provocando la resistencia a la terapia anti-tumoral (Chen et al., 2016).  

Aunque existen similitudes entre las stem cells y las células cancerosas en la 

expresión genética y las características biológicas (Ma et al., 2008; Reya et al., 2001), 

se requieren algunas mutaciones adicionales (Barker et al., 2009; Li et al., 2007) para 

que una célula madre se convierta en tumoral (Ben-Porath et al., 2008). Actualmente, 

existen dos modelos que explican el surgimiento de tumores. El modelo "jerárquico" 

de CSCs sugiere que éstas son una subpoblación distinta de células que impulsan el 

desarrollo del tumor. Estas células residen en la cima de la jerarquía de las células 

tumorales, y se dividen simétrica y asimétricamente en un patrón similar al de las stem 

cells (Dick, 2009). Sin embargo, se ha propuesto otro modelo, llamado “estocástico”, 

para explicar el desarrollo de tumores. Este modelo propone que un tumor se forma 

como resultado de mutaciones oncogénicas aleatorias (Tomasetti & Vogelstein, 

2015). Kaseb y colaboradores, entre otros, postulan que los modelos jerárquico y 

estocástico no son mutuamente excluyentes, lo que añade otro nivel de complejidad 

a la comprensión de la biología del cáncer (Kaseb et al., 2016). 

Las CSCs presentes en la glándula mamaria pueden producir tanto nuevas CSCs 

mediante división simétrica, como células tumorales mediante división asimétrica 

(Figura 8) (Strietz et al., 2021). Se supone que las divisiones asimétricas conducen a 

la aparición de células progenitoras de primera generación con una actividad 

proliferativa limitada (Soteriou & Fuchs, 2018). Además, se cree que el 

funcionamiento de las CSCs se produce en estrecha interacción con su 

microambiente específico, el cual ellas mismas regulan (Sreekumar et al., 2015). La 

ubicación de estas células, sus características únicas de autorrenovación, 

diferenciación y plasticidad, y su papel en el cáncer de mama siguen siendo tema de 

discusión (Ibragimova et al., 2022). 
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Figura 8. Representación esquemática de las divisiones simétricas y asimétricas que podrían realizar 

las CSCs en los tumores. Adaptado Woodward & Hill, 2016. 

 

Existe evidencia que relaciona a las CSCs con la metastasis, siendo éstas las que 

inician este proceso (Tang et al., 2015). En los estadíos tempranos de la metástasis 

se vio que las células cancerosas poseen un patrón de expresión similar al de una 

stem cell (Lawson et al., 2015). Por otro lado, se asoció también a la TEM con las 

CSCs, ya que ambas juegan un rol semejante en la metástasis (Babaei et al., 2021). 

Es así que se reportó que la inducción de la TEM aumenta los niveles de expresión 

de genes involucrados en stemness y marcadores de stem cell (Luo et al., 2015). En 

cáncer de mama en particular, la TEM induce un aumento de la expresión de los 

perfiles génicos de stem cell CD44+/ALTO/CD24-/BAJO (Wang et al., 2015). En 

cuanto a las vías de señalización asociadas tanto con la TEM como con las CSCs, se 

destacan las vías de TGF-β, Wnt-β-Catenina, Hedgehog, Notch, and STAT3 (Cai et 

al., 2018). 

Como mencionamos, la autorrenovación y la pluripotencia son las características 

distintivas de las stem cells. Su regulador por excelencia es OCT4, relacionado con 

las CSCs y regulado negativamente en las células diferenciadas (Campbell et al., 

2007; Jones et al., 2004). Este factor de transcripción codifica para dos variantes 

principales, OCT4 A y OCT4 B, que dan como resultado cuatro isoformas de proteínas 

distintas (Wang & Dai, 2010). OCT4 A regula la transcripción de varios genes y se 
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expresa sólo en las stem cells, mientras que OCT4 B se encuentra localizado en el 

citoplasma de muchos tipos de células no pluripotentes y aún no se le asignó una 

función definida (Atlasi et al., 2008). Existe también otro marcador de pluripotencia 

con gran relevancia, llamado NANOG (Pan & Thomson, 2007). De la misma manera 

que con OCT4, se vió que en células pluripotentes su expresión está enriquecida 

(Chambers et al., 2003), mientras que se regula negativamente cuando estas células 

pasan a un estado diferenciado (Mitsui et al., 2003).   
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 
Basándonos en los antecedentes presentados y los resultados previos 

obtenidos por nuestro grupo de investigación, desarrollamos nuestra hipótesis de 

trabajo que plantea que la expresión de GPC3 desfavorece la diseminación 

metastásica, induciendo la reversión de la TEM. Como evento destacado, sugerimos 

que GPC3 modula la vía de señalización de TGF-β, y que a través de dicha 

modulación sería capaz de controlar la TEM, y por ende, la formación de CSCs. 

 Es así que el objetivo general en este proyecto fue analizar los mecanismos 

moleculares y celulares que participan de la inhibición de la TEM inducida por GPC3 

en el cáncer de mama. Para eso, nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

Objetivo específico 1- Evaluar el efecto de GPC3 sobre las propiedades de 

adhesión de células tumorales mamarias y sobre la expresión de moléculas 

relacionadas a dicha capacidad. 

Objetivo específico 2- Establecer el efecto de GPC3 sobre la población de 

células con características stem y sobre la expresión de marcadores de 

pluripotencialidad y moléculas relacionadas.  

Objetivo específico 3- Determinar el efecto de GPC3 sobre la vía de 

señalización de TGF-β y el rol de dicha modulación en los efectos que GPC3 ejerce 

sobre la TEM. 

 

 

 

 

 

 

 



33 

MATERIALES Y MÉTODOS 

1- Líneas celulares. 

1.1- Descripción de las líneas celulares MDA-MB231, MCF-7 y sublíneas derivadas. 

 

Se utilizaron sublíneas derivadas de dos líneas celulares comerciales (ATCC) 

provenientes de carcinomas mamarios humanos, representativas de diferentes 

subtipos de la enfermedad. La línea celular MDA-MB231 (RE-, RP-, HER2-) es 

altamente invasiva y metastásica, además presenta los menores niveles de GPC3. 

Por otro lado, la línea celular MCF-7 (ER+, PR+, HER2-), tiene nula a escasa 

capacidad metastásica y expresa los mayores niveles de GPC3 (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Características de las líneas celulares de las que derivan las sublíneas utilizadas en este 

trabajo. Adaptada de Castillo et al., 2016.  

 

Como las células MDA-MB231 eran incapaces de expresar GPC3, 

previamente, y tal cual fue descripto en Castillo et al., 2016, se decidió 

sobreexpresarlo mediante infecciones con un lentivirus que contenía el vector pLV-

GPC3-GFP. Como control, las células fueron transducidas con el vector vacío pLV-

GFP. De esta manera, se obtuvieron las siguientes sublíneas: MDA-MB231 GPC3 y 

MDA-MB231 vector. 

Por otro lado, las células MCF-7 presentaban los mayores niveles de GPC3, 

por lo que previamente se decidió bloquear su expresión mediante tecnología de ARN 

de interferencia (RNAi). Se emplearon tres secuencias diferentes de shRNA-GPC3 

(denominadas sh1, sh2, sh3) y se seleccionó aquella que proporcionó mayor 

silenciamiento. Por otro lado, se utilizó un shRNA-scramble como control negativo. Se 

Línea 
celular 

Tipo 
histopatológico 

Origen RE RP GPC3 Potencial 
invasivo 

Potencial 
metastásico 

MDA-
MB231 

Carcinoma 
invasivo ductal 

Metástasis 
(Derrame 
pleural) 

- - - Alto Moderado/Alto 

MCF-7 Carcinoma 
invasivo ductal 

Metástasis 
(Derrame 
pleural) 

+ + + Bajo Nulo 
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generaron las sublíneas estables a partir de la selección con el antibiótico G418, MCF-

7 sh GPC3 y MCF-7 sh scramble (Castillo et al., 2016). 

1.2- Descongelación. 

 

Las células son mantenidas en criotubos en nitrógeno líquido. Para su 

descongelación, el criotubo se sumergió en agua a 37-40°C, y su contenido fue 

trasvasado a un tubo de centrífuga conteniendo medio completo (RPMI 1640-Gibcom 

Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) con aminoácidos no esenciales, L-

Glutamina 2 mM y 80 mg/ml de Gentamicina. A continuación, se centrifugó por 10 min 

a 300 g y se resuspendió el precipitado en medio completo RPMI suplementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) (Internegocios, BA, Argentina/Natocor, Córdoba, 

Argentina). Esta suspensión fue sembrada en frascos T25, y pasadas las 24 h, el 

medio de cultivo fue renovado. 

1.3- Congelación. 

 

Células creciendo en subconfluencia fueron cosechadas con tripsina, como se 

describe abajo. La concentración celular se calculó mediante recuento, empleando 

azul tripan en relación 1:1 y cámara de Neubauer. Posteriormente, la suspensión fue 

centrifugada a 300 g durante 10 min, y el precipitado resuspendido en medio de 

congelación (90% SFB, 10% DMSO), a razón de 2.106 células/ml. 1 ml de esta 

suspensión se colocó en criotubos, que se congelaron de manera gradual para 

finalmente ser transferidos al tanque de nitrógeno líquido. 

1.4- Mantenimiento y repique de monocapa. 

 

Todas las sublíneas celulares fueron mantenidas a 37°C en atmósfera húmeda 

con 5% CO2 y cultivadas en medio completo RPMI con 10% de SFB. Las monocapas 

se repicaron en promedio de una a dos veces por semana. Para esto, luego de retirar 

el medio, se lavó con PBS libre de calcio y magnesio, y se empleó 0,25% tripsina/ 

0,02% EDTA (Sigma) para levantarlas. De la suspensión celular obtenida, se tomó 

una alícuota acorde a la dilución que se quiera realizar y se completó el volumen con 

RPMI 10% SFB. Periódicamente, luego de la descongelación se determinó que las 
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células estuviesen libres de micoplasma mediante PCR tiempo final como se explica 

más adelante en la sección de técnicas moleculares. 

2- Ensayos in vitro. 

2.1- Ensayo de adhesión. 

 

Para evaluar la capacidad de las diferentes sublíneas de adherirse a 

componentes de la matriz extracelular, se procedió a incubar en placas de 24 pocillos 

por 2 h a temperatura ambiente los diferentes sustratos: SAB filtrado (Seroalbúmina 

bovina, 200 μl/pocillo de una solución 1 mg/ml - Biorgen), FN (Fibronectina, 100 

μl/pocillo de una solución 0,1 μg/μl - Sigma) y LN (Laminina, 100 μl/pocillo de una 

solución 1 μg/cm2 - Sigma). 

Posteriormente, se retiraron los sustratos y se realizó un bloqueo con 200 

μl/pocillo de SAB (1 mg/ml) durante 1 h a temperatura ambiente, en todos los pocillos 

excepto los designados para evaluar la adhesión al plástico. Por último, se realizó un 

lavado con PBS 1X estéril, previo al sembrado de las células. 

En simultáneo con la incubación de las placas con los sustratos, se levantaron 

las células de monocapas subconfluentes por tripsinización y se las dejó a 

temperatura ambiente por 2 h en medio sin SFB para la recuperación antigénica de 

la superficie celular. Luego de este período, se sembraron 90.000 células/pocillo (0,5 

ml de la suspensión) para las sublíneas MDA-MB231 y 70.000 células/pocillo (0,5 ml 

de la suspensión) para el caso de las sublíneas MCF-7. El tiempo de incubación a 

37°C fue de 30 min para las sublíneas MDA-MB231 y de 50 min las MCF-7. Finalizada 

la incubación, las células fueron lavadas con PBS 1X una vez, levantadas con 100 μl 

de tripsina, homogeneizadas, fijadas con 100 μl de formol 2X, y recolectadas en tubos 

eppendorf, para ser contadas posteriormente en cámara de Neubauer bajo 

microscopio de campo claro. Cada condición fue sembrada por triplicado. 

La capacidad de adhesión célula-componentes de matriz extracelular fue 

expresada como el porcentaje de células pegadas con respecto al total de células 

sembradas en cada condición. El análisis estadístico se realizó en base al promedio 

de los triplicados y al desvío estándar (DS) utilizando la Prueba de ANOVA de dos 

factores seguido de la Prueba de Bonferroni. Los resultados obtenidos se 

consideraron biológicamente significativos a un p<0,05. 
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2.2- Ensayo de mamosferas. 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de GPC3 sobre la habilidad de las 

sublíneas de formar mamosferas, se preparó una placa de 6 pocillos con 1 ml de agar 

3% (Sigma) diluido al medio en medio de cultivo D-MEM/F12 (Gibco) sin SFB. Las 

células creciendo en monocapa se tripsinizaron y centrifugaron 5 min a 300 g. El pellet 

fue resuspendido en 1 ml de D-MEM/F12 sin SFB. Esta suspensión se pasó varias 

veces por una jeringa con aguja 21 G. Se sembraron 10.000 células por pocillo, en 1 

ml de D-MEM/F12 suplementado con factores de crecimiento EGF (20 µg/ml-Sigma) 

y B27 (50 X-Gibco) a una concentración 1X. Transcurridos cuatro días de cultivo, se 

determinó la formación de mamosferas bajo microscopio óptico (NIKON Eclipse E-

400, Nikon Corporation) y se tomaron fotos representativas. 

Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el programa ImageJ, 

cuantificándose los diámetros mayor y menor de cada mamosfera. Se definió como 

mamosfera a las estructuras mayores de 50 μM. Los análisis estadísticos se 

realizaron en GraphPad Prism, en base al promedio de los diámetros de las esferas 

y su desvío estándar (DS), utilizando una Prueba t no pareada. Se consideraron 

biológicamente significativos los valores a un p<0,05. Se realizó una réplica biológica. 

2.3- Tratamiento con TGF-β recombinante. 

 

Células creciendo en monocapa se levantaron con tripsina, se centrifugaron y 

resuspendieron en medio completo RPMI con 10% de SFB. 200 μl de esta suspensión 

conteniendo 35.000 células fueron sembrados por pocillo en una cámara de cultivo 

sobre portaobjetos Lab-Tek (BD Falcon). Pasados 2 días, se eliminó el SFB durante 

la noche, y al día siguiente las monocapas fueron tratadas por 72 h con 10 ng/ml de 

TGF-β1 recombinante (Prepotech), en medio RPMI con 2% de SFB. Como control, se 

incubaron pocillos en ausencia de TGF-ꞵ1. Las células fueron fotografiadas a distintos 

tiempos (0 h y 72 h). Una vez terminada la incubación, las monocapas se lavaron con 

PBS 1X y se fijaron con 200 μl de Formol 4% por 15 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se hicieron 3 lavados con PBS 1X y las cámaras fueron conservadas 

a 4°C. 
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2.4- Organización del citoesqueleto de Actina. 

 

Con el fin de analizar la organización del citoesqueleto de Actina, así como el 

efecto de GPC3 y TGF-β sobre el mismo, se permeabilizaron las membranas de las 

células fijadas en los LabTeks previamente mencionadas, agregando 20 μl de Tritón 

(Biopack) 0,3% durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados con 

PBS 1X. A continuación, se agregaron 20 μl de Faloidina-FITC (1:400, Sigma) por 45 

min, y 20 μl de DAPI (10 mg/ml, Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:10000 en PBS 

1X por 5 min a fin de teñir los núcleos celulares. Todas las incubaciones fueron 

realizadas a temperatura ambiente, en oscuridad y en cámara húmeda. Finalmente, 

se montaron los portaobjetos con Mowiol 4-88 (Sigma) y se observaron bajo 

microscopio de fluorescencia (NIKON Eclipse E-400, Nikon Corporation). Se tomaron 

imágenes representativas para analizar la organización del citoesqueleto. 

3- Técnicas moleculares. 

3.1- Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

3.1.1- Extracción de ARN. 

 

El ARN total fue obtenido a partir de monocapas subconfluentes creciendo en 

p100 en medio completo RPMI con 10% SFB. En todo momento se utilizaron 

materiales y reactivos libres de ARNasa (Tips, tubos eppendorf, PBS) para evitar la 

degradación del ARN. 

En primer lugar, se retiró el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS 

1X estéril. Luego se adicionaron 2 ml de Trizol (TRI Reagent® (TR 118) - Molecular 

Research Center, inc.) para lisar las células, hasta lograr un homogenato. A 

continuación, se agregaron 0,2 ml de cloroformo por ml de homogenato, se agitó 

durante 15 seg manualmente y se dejó incubar durante 5 min a temperatura ambiente. 

Se centrifugaron los homogenatos a 12000 g durante 15 min a 4°C y una vez que se 

separaron las fases correctamente, se transfirió la fase acuosa conteniendo el ARN a 

un nuevo eppendorf y se agregó 1 ml de isopropanol por cada 2 ml de Trizol utilizados. 

Después de mezclar por inversión durante unos segundos e incubar durante 10 min 

a temperatura ambiente, se precipitó el ARN centrifugando a 12000 g durante 8 min 
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a 4°C. Finalmente, se lavó dos veces el pellet obtenido agregando 1,5 ml de etanol 

75% y centrifugando a 7500 g por 5 min a 4°C. Se resuspendió el pellet en 20 μl de 

ARNasa free, quedando el ARN listo para ser cuantificado, evaluada su integridad y 

utilizado para PCR. 

3.1.2- Evaluación de integridad y cuantificación del ARN. 

 

Se evaluó la concentración y pureza del ARN obtenido por espectrofotometría 

empleando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Fue necesario 1 μl del ARN 

de cada una de las sublíneas. Se analizaron las relaciones 260 nm/230 nm y 260 

nm/280 nm, y se consideró el rango de cocientes entre 1,8–2,0 como satisfactorio. 

El análisis de la integridad y calidad del ARN extraído se realizó en un gel de 

agarosa 1% (Calbiochem), diluido en buffer TAE 1X, al que se le agregó colorante 

Syber Green (Invitrogen). Las muestras fueron preparadas empleando 3 μl de Sample 

Buffer (2,5% Ficoll-400, 11 mM EDTA, 3,3 mM Tris-HCl, 0,017% SDS, 0,15% Orange 

G) y 4 μl de ARN en H2O ARNasa free. Luego del sembrado, las muestras se corrieron 

en oscuridad a 90 V por aproximadamente 1 h y se reveló el gel en el Lector 

ImageQuant LAS500 (GE Life Sciences). La observación de dos bandas, una de 

mayor intensidad (ARNr 28s) y otra de menor (ARNr 18s), se valoró como ARN 

íntegro. 

3.1.3- Retrotranscripción (RT). 

 

Para obtener ADNc simple cadena, se realizó una reacción de transcripción 

reversa a partir del ARN extraído. Se partió de 1 μg de ARN total, tratado con 1 unidad 

de ADNsa I (Thermo Fisher Scientific) durante 15 min a temperatura ambiente. Luego, 

para inactivar a la enzima se agregó 1 μl de EDTA por 10 min a 65°C. La 

retrotranscripción comenzó agregando 1 μl de oligo DT (12-18500 μg/ml, PB-

LProductos Bio-lógicos) y dNTPS (10 mM, PB- LProductos Bio-lógicos) a las muestras 

e incubándolas durante 5 min a 65°C, con enfriamiento rápido posteriormente. 

Seguido del agregado de 4 μl de First strand Buffer 5X (Invitrogen) y 2 μl de DTT 0,1 

M (Invitrogen), se mezcló suavemente y se incubó 2 min a 37°C. A continuación, se 

agregó 1 μl de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) para luego incubar 

en la termocicladora bajo las siguientes condiciones de reacción: 10 min a 25°C, 50 



39 

min a 37°C y 15 min a 70°C. En este punto, ya se encuentra sintetizado el ADNc, así 

que como último paso se lo trató con 2 μl de ARNasa por 30 min a 37°C (Amersham 

Biosciences) para eliminar cualquier secuencia de ARN que no se haya 

retrotranscripto. Se lo guardó a -20°C hasta su uso. 

3.1.4- qPCR (Real Time PCR). 

 

Tanto para verificar la correcta expresión de GPC3 en las sublíneas de MDA-

MB231 y MCF-7, como para evaluar la expresión del marcador pluripotente OCT4, se 

realizaron qPCRs.  

Para esto, se empleó el kit TransStart SuperMix (Trans-Gen Biotech) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 2 μl de ADNc obtenido previamente junto 

con 8 μl del mix de reacción, conteniendo 5 μl 2X TransStart Tip Green qPCR 

SuperMix, los primers Forward (Fw) y Reverse (Rv) para amplificar el gen de interés 

(GPC3 o OCT4) y GAPDH como control endógeno, a una concentración final de 0,2 

μM, y 2,6 μl de H2O miliQ. Las secuencias de los primers utilizados pueden 

observarse en la Tabla 4. Como control negativo, se empleó H2O en lugar de ADNc. 

Se sembraron los 10 μl de reacción más ADNc en placa de 96 pocillos y se sometió 

a las siguientes condiciones de ciclado en el termociclador Bio-Rad C1000: 

 

 

 

Las primeras condiciones se utilizaron para amplificar GPC3 y las segundas 

para OCT4. Los valores de Ct obtenidos fueron normalizados tomando como 

referencia la expresión del control de carga endógeno GAPDH y referido a la sublínea 

control. La expresión relativa de cada gen fue calculada utilizando la ecuación 2−𝛥𝛥𝐶𝑡.  

 

 

 

 

 

94°C........30 s 

94°C........5 s 

60°C........15 s 

72°C.........10 s 
 
 

 40 ciclos 

94°C........5 min 

92°C........15 s 

55°C........20 s 

72°C.........30 s 
 
 

45 ciclos  
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Tabla 4. Secuencias de los primers utilizados para realizar las reacciones de qPCR. 

PRIMER SECUENCIA 

GPC3 Fw 5 ́ GACGCCACCTGTCACCAAGT 3  ́

GPC3 Rv 5 ́ GATCCTGGCACGGGAGTTT 3  ́

OCT4 Fw  5 ́ AGCAAAACCCGGAGGAGT 3  ́

OCT4 Rv 5 ́ CCACATCGGCCTGTGTATATC 3  ́

GAPDH Fw 5 ́ ACCCACTCCTCCACCTTTGA 3  ́

GAPDH Rv 5 ́ CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 3 ́ ́

 

3.1.5- PCR punto final. 

 

Para evaluar la presencia de micoplasma, denotando contaminación, se 

realizaron PCRs punto final. La mezcla de reacción contenía 1 μl de muestra (medio 

condicionado del cultivo a evaluar) junto a 19 μl de una Mix conteniendo 2 μl de los 

primers (10 mM, Invitrogen), 0,2 μl de la enzima Taq Polimerasa Pegasus (5U/ul, PB-

LProductos Bio-lógicos), 2 μl de buffer de reacción (10X, PB-LProductos Bio-lógicos), 

0,6 μl de MgCl2 (50 mM, PB-LProductos Bio-lógicos), 0,4 μl de dNTPS 25mM y H2O 

ARNasa free (PB-LProductos Bio-lógicos) hasta alcanzar el volumen final. Para el 

control negativo se utilizó H2O ARNasa free, y como control positivo se empleó medio 

condicionado de células contaminadas con micoplasma. La resultante mezcla de 

reacción fue sometida a las siguientes condiciones de ciclado: 

 

 

 

Los productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa teñidos con 

Syber Green (Invitrogen), visualizados y fotografiados por el equipo ImageQuantTM 

LAS 500 (GE Life Sciences). Las secuencias de los primers utilizados pueden 

observarse en la Tabla 5. 

 

94°C........2 min 

92°C........15 s 

50°C........15 s 

72°C.........2 min 
 40 ciclos 
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Tabla 5. Primers utilizados para evaluar la presencia de micoplasma mediante PCR punto final. 

PRIMER SECUENCIA 

MICOPLASMA Fw 5 ́ GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT 3  ́

MICOPLASMA Rv 5 ́ TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3  ́

 

3.2- Western Blot. 

3.2.1- Extracción proteica. 

 

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de monocapas subconfluentes a 

las que se las depletó de SFB toda la noche y al día siguiente se realizó un pulso de 

SFB 10% durante 2 h. Luego de 3 lavados con PBS 1X, se agregaron 100 μl del buffer 

de lisis conteniendo Tritón 2%, PBS 1X, inhibidores de proteasas 1X (cóctel: PMSF, 

Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina - Sigma) e inhibidores de fosfatasas 1X (cóctel: 

vanadato de sodio, molibdato de sodio, tartrato de sodio, imidazol - Sigma). Se hizo 

uso de un scrapper para levantar las células mecánicamente, y con la pipeta se 

homogeneizó para disgregar. Posteriormente, el homogenato obtenido se incubó 45 

min en agitación constante en hielo para terminar la ruptura celular y luego se 

centrifugó a 15000 g por 15 min a 4°C, recuperando el sobrenadante y almacenándolo 

a -20°C. 

3.2.2- Cuantificación de proteínas. 

 

Para realizar la cuantificación proteica se utilizó el método de Bradford 

(Bradford, 1976). Se tomó una alícuota de 0,5 μl y se le adicionaron 500 μl de Bradford 

1X. 200 μl de esta solución fueron colocados, por duplicado, en una placa de 96 

pocillos. La absorbancia se midió a una longitud de onda de 595 nm, empleando un 

lector de placas de ELISA (Thermo Scientific). Para determinar la concentración 

proteica, se extrapolaron los valores utilizando una curva de calibración realizada con 

SAB en diferentes concentraciones (0; 1; 2; 3; 4; 5; 7,5 y 10 μg/μl). 
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3.2.3- Preparación de muestras, corrida electroforética, transferencia y revelado. 

 

En primer lugar, se prepararon las muestras de manera de sembrar 100 μg de 

proteína por calle, diluyéndolas en buffer Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 0,004% 

azul de bromofenol y 0,125 M de Tris HCl, pH 6,8) conteniendo 10% de β-

mercaptoetanol (Gibco), y completando con H2O miliQ hasta llegar a un volumen de 

25-30 μl. A continuación, se las calentó durante 5 min a 100°C, y después de ser 

brevemente centrifugadas, fueron resueltas en geles de poliacrilamida 12% SDS. La 

corrida hasta pasar el gel stacking se configuró a 90 V y después a 120 V (ambos 

voltajes constantes) para terminar la corrida en el gel separating. Además de las 

muestras se sembraron 8 μl de un marcador de peso molecular (Precision Plus 

Protein All Blue Prestained Protein Standards, BIO-RAD). Una vez terminada la 

corrida electroforética, los geles fueron transferidos, a 0,60 A (amperaje constante) 

por aproximadamente 1 h, a membranas de PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia 

Biotech) utilizando el método de transferencia líquida (BioRad). 

Las membranas obtenidas fueron subsiguientemente incubadas en buffer de 

bloqueo (TBS, 0,1% Tween 20 y 5% leche descremada o 5% SAB en el caso de 

revelar proteínas fosforiladas) durante 2 h a 37°C en agitación. Luego de 3 lavados 

de 10 min con TBS Tween (TBS, 0,1% Tween 20), se incubó toda la noche a 4°C en 

agitación constante con los siguientes anticuerpos primarios: anti β4-Integrina (1:500; 

Abcam), anti β1-Integrina (1:500; Cell Signaling), anti TGF-ꞵRI (1:100, Santa Cruz 

Biotechnology), anti TGF-ꞵ1 (1:100,Santa Cruz Biotechnology), anti TGF-ꞵRII (1:600, 

Abcam), anti fosfo-Smad2/3 (1:300; Santa Cruz Biotechnology), anti Smad2/3 (1:300; 

Santa Cruz Biotechnology), anti GAPDH (1:5000, Novus Biologicals) y anti ꞵ-Actina 

(1:1000; Cell Signaling). Al día siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces con 

TBS Tween durante 10 min y luego incubadas con anticuerpo secundario 

correspondiente, anti-conejo o anti-ratón conjugado con peroxidasa (1:5000; Sigma), 

por 1 h 30 min a 37°C. Nuevamente, se lavó 3 veces con TBS Tween por 10 min y se 

procedió al revelado. Para eso, se incubó por 1 min en ECL (2 ml de 1M Tris-base, 

pH 8,0; 18 ml de H2O destilada, 100 μl de luminol, 44 μl de ácido p-cumárico y 8 μl de 

H2O2), Las imágenes se obtuvieron con el lector ImageQuant LAS500 (GE Life 

Sciences). Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS Tween e 

incubadas por 40 min a 37°C en agitación con buffer stripping (62,5 mM Tris, 2% SDS, 
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100 mM β-mercaptoetanol, pH 6,8), para luego reincubarlas con los anticuerpos 

primarios anti β-Actina o GAPDH y con Smad 2/3 para la membrana incubada 

previamente con anti fosfo-Smad 2/3. En cada caso, se realizaron al menos 2 

experimentos independientes. 

El análisis de las imágenes obtenidas se llevó a cabo a través de 

densitometrías utilizando el programa ImageJ. Los datos expresados como unidades 

arbitrarias fueron esquematizados en gráficos de barras donde se puede visualizar la 

relación de la proteína de interés relativizada a los niveles de proteína total (en el caso 

de las fosfo-proteínas) o a los niveles de ꞵ-Actina/GAPDH (control de siembra). 

4- Análisis bioinformático. 

4.1- Análisis de los datos de TCGA-BRCA a partir del paquete de R/Bioconductor 

TCGAbiolinks. 

 

Se descargaron los datos transcriptómicos (COUNTS-RSEM) del proyecto 

TCGA-BRCA “Legacy” (Genomic Data Commons - National Cancer Institute GDC-

NCI) utilizando el paquete de R/Bioconductor TCGAbiolinks, configurando el 

parámetro sample.type=c ("Primary Solid Tumor") (https://bioconductor.org/packages 

/release/bioc/vignettes/TCGAbiolinks.html) (Gao et al., 2019). A su vez se descargó 

la metadata curada correspondiente a dicho estudio del servidor cBioPortal.  

En primer lugar, se filtraron los duplicados (1082 pacientes), luego los hombres 

(1069 pacientes) y finalmente aquellos que no tenían datos de SLE (977 pacientes). 

Luego de normalizar las muestras (CPM: cuentas por millón) se procedió a separarlas 

según los niveles de expresión de GPC3. Dicha clasificación se realizó utilizando la 

mediana, y agrupando a los pacientes en “alta” (488 pacientes) y “baja” expresión de 

GPC3 (489 pacientes). 

4.2- Análisis de enriquecimiento de firmas de genes. 

 

Para realizar el análisis de enriquecimiento de firmas de genes (GSEA- Gene 

set enrichment analysis) se utilizó el output de Limma voom, donde para cada gen se 

obtuvo un valor de FDR y de log2FC. Los 16920 genes se clasificaron y se corrió el 

paquete de R/Bioconductor FGSEA. Previamente se descargaron los gene-sets que 

https://bioconductor.org/packages
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se utilizaron en el análisis (Reactome, KEGG, GO, y HALLMARKS) desde la base de 

datos de MSigDB. Los bubble plots se generaron con el paquete de R/Bioconductor 

ggplot2 y los gráficos de las firmas individuales con el mismo paquete de FGSEA con 

la función plot Enrichment. 
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RESULTADOS 

1- Líneas celulares. 

1.1- Crecimiento en monocapa. 

 

Una vez descongeladas, las células crecen en monocapa adheridas al plástico. 

Las células MDA-MB231, que pertenecen al subtipo molecular de cáncer de mama 

triple negativo (TN) y atravesaron la TEM, son altamente invasivas y metastásicas ya 

que adquirieron diversas propiedades de estirpe mesenquimática. Así, y tal como lo 

describimos (Castillo et al., 2016), la sublínea control MDA-MB231 Vector, presenta 

forma fibroblastoide. Sin embargo, la sobreexpresión de GPC3 en estas células 

provocó un gran cambio, revirtiendo la morfología hacia una forma más epitelial 

(Figura 9A). Tal como reportamos (Castillo et al., 2016), las células MCF-7 presentan 

una forma poliédrica sin grandes diferencias morfológicas entre las sublíneas MCF-7 

sh GPC3 y MCF-7 sh scramble (Figura 9B).  

 

Figura 9. Cultivo en monocapa de las sublíneas MDA-MB231 y MCF-7. Fotos representativas tomadas 

en microscopio óptico de campo claro, de células creciendo sobre plástico (Aumento 400x). A- MDA-

MB231. B- MCF-7. 
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1.2- Expresión de GPC3. 

 

Con el objetivo de confirmar que las células MDA-MB231 GPC3 y MCF-7 

scramble continuaran expresando el glipicano y que las células MDA-MB231 Vector 

y MCF-7 sh GPC3 se mantuvieran con bajos/nulos niveles de éste, luego de cada 

descongelación se evaluó la expresión de GPC3 mediante qPCR. 

Así, se extrajo el ARN total y se analizó su integridad en geles de agarosa, 

como se muestra en la Figura 10, donde se observan las dos bandas de ARN 28s y 

18s con las cuales se valoró la integridad. Además, se realizó su cuantificación para 

determinar la concentración y al mismo tiempo, se midió la absorbancia a 260 nm (los 

ácidos nucleicos absorben a esta longitud de onda) y 280 nm (las proteínas absorben 

a esta longitud de onda). Así, se obtuvo la relación 260/280, la cual nos indicó el nivel 

de pureza del ARN extraído. Una vez comprobada la calidad del ARN, éste fue 

retrotranscripto. Con el ADNc obtenido se realizaron las qPCRs utilizándolo como 

molde para los primers específicos de GPC3. GAPDH fue utilizado como control 

endógeno. 

 

 

Figura 10. Integridad del ARN. El ARN total fue extraído de las sublíneas MDA-MB231 y MCF-7, y 

analizado en geles de agarosa teñidos con Syber Green. 

 

En la Figura 11 se muestra un gráfico representativo de los análisis realizados 

a partir de los datos de las qPCRs. Como puede verse, las células MDA-MB231 GPC3 

mantienen elevados niveles de ARNm del glipicano, al menos unas 4 veces mayores 

que el control (Figura 11A). Por otro lado, estos niveles permanecen disminuidos, 

aproximadamente un 60% con respecto al control, en las células MCF-7 sh GPC3 

(Figura 11B). 
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Figura 11. Expresión de GPC3 en sublíneas de MDA-MB231 y MCF-7. Gráfico de barras 

representativo de los niveles de GPC3 que expresan cada sublínea, obtenidos por qPCR. Los 

resultados se encuentran relativizados a cada sublínea control. Se muestra el resultado de un solo 

experimento. A- MDA-MB 231 B- MCF-7. 

 

1.3- Control de micoplasma. 

 

De la misma manera, luego de cada descongelación y dentro de los primeros 

repiques se tomó una alícuota del medio condicionado (MC) de cada sublínea para 

realizar control de micoplasma por PCR punto final. La Figura 12 muestra la imagen 

de un gel de agarosa representativo con los productos de estas amplificaciones, 

además de los controles positivo y negativo. Como puede verse, la ausencia de banda 

en las 4 primeras calles indica que las células analizadas no estaban contaminadas 

con micoplasma.  
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Figura 12. Control de micoplasma en las sublíneas MDA-MB231 y MCF-7. Gel de agarosa que muestra 

los productos de PCR para micoplasma teñidos con Syber Green. Las 2 primeras calles corresponden 

a las sublíneas MDA-MB231, las 2 siguientes las MCF-7 y las últimas 2 son los controles positivo y 

negativo respectivamente. 

 

2- Efecto de GPC3 sobre las propiedades adhesivas de las sublíneas. 

2.1- Propiedades de adhesión de las sublíneas. 

 

Para poder investigar los efectos de GPC3 sobre la capacidad de adhesión 

célula-matriz extracelular, se sembraron las sublíneas MDA-MB231 y MCF-7 sobre 

los componentes de la matriz Laminina (LN) y Fibronectina (FN). 

Los resultados indicaron que la sobreexpresión de GPC3 induce una 

significativa inhibición de la capacidad de adhesión de las células MDA-MB231. Las 

sublíneas MDA-MB231 GPC3 presentaron menor adhesión a FN (p<0,01; Prueba de 

ANOVA, Bonferroni), LN (p<0,0001; Prueba de ANOVA, Bonferroni), así como 

también a plástico (p<0,001; Prueba de ANOVA, Bonferroni) respecto a las células 

control (Figura 13A). El gráfico de barras muestra que el 43,52% de las células MDA-

MB231 Vector se pegaron a LN, pero únicamente se adhirieron a este componente el 

9,17% de las células de MDA-MB231 GPC3. Del mismo modo, mientras que el 49,4% 

de las células de MDA-MB231 Vector se adhirieron a FN, en el caso de las células 

MDA-MB231 GPC3 se pegaron solo el 24,81% de las mismas. Finalmente, aunque el 

41,11% de las células MDA-MB231 Vector se adhirieron a plástico, solamente el 

10,83% de las células MDA-MB231 GPC3 lo hicieron. Por otro lado, los resultados 

indicaron que el silenciamiento de GPC3 no induce cambios en la adhesión de las 

células MCF-7 a FN o plástico, pero reduce significativamente su adhesión a LN 
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(Figura 13B, p<0,01; Prueba de ANOVA, Bonferroni). Como se puede observar en el 

gráfico de barras, el 33,82% de las células control fueron capaces de adherirse a LN, 

mientras que solamente el 12,12% de las células MCF-7 sh GPC3 lo hicieron. 

 

 

Figura 13. Análisis de la capacidad de adhesión de las sublíneas MDA-MB231 y MCF-7 a 

componentes de la matriz extracelular. Las sublíneas fueron sembradas sobre diferentes sustratos y 

se registró el número de células adheridas. Los gráficos de barras muestran el porcentaje de adhesión 

expresados como media ± DS de triplicados. Se presenta un experimento representativo de otro 

independiente. A- MDA-MB231 (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; Prueba de ANOVA, Bonferroni). 

B- MCF-7 (**p<0,01; Prueba de ANOVA, Bonferroni). 

 

2.2.- Expresión de moléculas asociadas a la adhesión célula-matriz. 

 

Al haber encontrado diferencias en el patrón de adhesión, decidimos analizar 

la expresión de moléculas relacionadas a este fenómeno mediante WB. Estudiamos 

la expresión de las Integrinas ꞵ4 y ꞵ1, ya que las mismas forman parte de los 

complejos de adhesión involucrados en la unión de las células a diversos 

componentes de la MEC. 

En la Figura 14A, observamos que los niveles de expresión de ꞵ4-Integrina 

disminuyeron más de dos veces en las células MDA-MB231 GPC3 con respecto al 

control MDA-MB231 Vector (Lado izquierdo). Sin embargo, cuando se evaluó su 

expresión en las sublíneas MCF-7, determinamos que sus niveles fueron casi 

indetectables por la técnica de WB (Lado derecho), independientemente de la 

expresión de GPC3. 
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Por el otro lado, cuando analizamos la expresión de ꞵ1-Integrina establecimos 

que las células MDA-MB231 GPC3 poseen menores niveles que su control MDA-

MB231 Vector (Figura 14B, Lado izquierdo). Sin embargo, el silenciamiento de GPC3 

en las células MCF-7 no produjo diferencias notorias en los niveles de expresión de 

esta Integrina, comparados con los detectados en las células MCF-7 sh scramble 

(Figura 14B, Lado derecho). 

 

 

Figura 14. Efectos de GPC3 sobre la expresión de las Integrinas ꞵ4 y ꞵ1, mediadoras de la adhesión 

célula-matriz. Panel superior: WB representativo, utilizando anticuerpos anti β1-Integrina, anti β4-

integrina y anti β-Actina Panel inferior: Gráfico de barras esquematizando los valores densitométricos 

de Integrina/Actina (UA). A- ꞵ4. B- ꞵ1. 

2.3- Análisis bioinformático de enriquecimiento de firmas de genes asociadas a la 

adhesión celular. 

 

Con el objetivo de validar los resultados in vitro, se realizaron estudios 

bioinformáticos de análisis de enriquecimiento de firmas de genes en muestras de 

pacientes. Los mismos fueron dicotomizados según la mediana de los niveles de 

expresión del glipicano, en “alto” (488 pacientes) y “bajo” (489 pacientes) GPC3. 

Como se puede observar en la Figura 15A, se encontraron reguladas una gran 

cantidad de firmas de genes relacionadas al proceso de adhesión celular. En 

particular, las firmas asociadas a la regulación negativa de la adhesión a la matriz 
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(GOBP_ NEGATIVE_ REGULATION_ OF_ CELL_ MATRIX_ ADHESION) y a 

sustratos (y GOBP_NEGATIVE_ REGULATION_ OF_ CELL_ SUBSTRATE_ 

ADHESION) estaban reguladas positivamente en los tumores de los pacientes “alto” 

GPC3 (FDR 0,05, NES=1,67 y 1,74 respectivamente). Estos resultados concuerdan 

con lo que se obtuvo experimentalmente y sugieren que las células de tumores 

mamarios con mayor expresión de GPC3 presentarían una disminución en la 

adhesión a sustratos (Figura 15B). 

 

 

Figura 15. Análisis de enriquecimiento de firmas de genes asociadas al fenómeno de adhesión celular, 

particularmente adhesión célula-matriz. A partir de los datos de la base pública TCGA-BRCA 

analizados, se estudió el enriquecimiento de firmas de genes. A- Firmas asociadas al fenómeno de 

adhesión celular reguladas positivamente en el grupo de pacientes con alto GPC3 (FDR<0,05). B- Se 

muestran en particular la firma GOBP_ NEGATIVE_ REGULATION_ OF_ CELL_ MATRIX_ 

ADHESION (FDR<0,05; NES=1,67) y la firma GOBP_ NEGATIVE_ REGULATION_ OF_ CELL_ 

SUBSTRATE_ ADHESION (FDR<0,05; NES=1,74). 
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3- Efecto de GPC3 sobre la población de células stem. 

3.1- Formación de mamosferas. 

 

Sabiendo que la TEM puede conferir a las células propiedades stem (Dong et 

al., 2013) y que, según los resultados previos del grupo (Castillo et al., 2016; Guereño 

et al., 2020; Peters et al., 2003) así como los presentados en esta tesina, GPC3 sería 

capaz de revertir esta transición, decidimos realizar un ensayo de formación de 

mamosferas para estudiar si la expresión del glipicano afecta a la población stem de 

estas líneas tumorales. 

Así, establecimos que las células MDA-MB231 Vector al ser crecidas en 

suspensión bajo condiciones de enriquecimiento stem forman “clústers” o pequeños 

grupos de células característicos de esta línea. Sin embargo, cuando se sobreexpresa 

GPC3 las células MDA-MB231 son capaces de formar grandes esferas, disponiendo 

sus células de manera concéntrica (Figura 16A, panel izquierdo). Mediante recuento, 

establecimos que las células MDA-MB231 GPC3 forman más mamosferas que sus 

controles (Figura 16A, panel izquierdo). A través del análisis de las imágenes 

obtenidas, y tal como se muestra en la Figura 16B panel izquierdo, demostramos que 

el diámetro promedio de las esferas MDA-MB231 GPC3 es alrededor de un 50% 

mayor que el de las esferas control MDA-MB231 Vector.  

En cuanto a las células MCF-7, nuestros ensayos indican que ambas sublíneas 

son capaces de formar mamosferas, independientemente de la expresión de GPC3 

(Figura 16A, panel derecho). Aunque sin grandes diferencias morfológicas ni de 

tamaño (Figura 16B, panel derecho), el recuento demostró que las células MCF-7 sh 

GPC3 formaban entre 3 a 4 veces menos mamosferas que las células control MCF-7 

sh scramble. 
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Figura 16. Efecto de la expresión de GPC3 sobre la formación de mamosferas. A- Células creciendo 

en suspensión a fin de formar esferas, visualizadas en microscopio de campo claro (Aumento: 100x, 

Escala: 200 píxeles). Panel izquierdo: MDA-MB231. Panel derecho: MCF-7. B- Gráficos de barras que 

representan el diámetro promedio ± DS y el número de esferas de las sublíneas analizadas. Panel 

izquierdo: MDA-MB231 (****p<0,0001 Prueba t de Student no pareada). Panel derecho: MCF-7 (ns, 

Prueba t de Student no pareada). Se muestra el resultado de un experimento.   

3.2- Expresión del marcador de pluripotencialidad OCT4. 

 

Dado que el ensayo de mamosferas sugiere que GPC3 sería capaz de modular 

la población stem de las sublíneas analizadas, a continuación, decidimos evaluar por 
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qPCR la expresión del marcador de pluripotencialidad OCT4 en células creciendo en 

monocapas. 

Para ello, el ARN fue extraído, analizado, cuantificado y retrotranscripto como 

ya se describió. Luego, el ADNc obtenido se usó como molde en una reacción de 

amplificación de qPCR, con los primers específicos para OCT4 y GAPDH como 

control endógeno.  

Como se ve en la Figura 17A, las células MDA-MB231 GPC3 presentaron un 

nivel de expresión de OCT4 casi 3 veces mayor al expresado por las células control 

MDA-MB231 Vector. Por su parte, el silenciamiento de GPC3 en las células MCF-7 

provocó una disminución en los niveles de expresión de este marcador de alrededor 

del 50% (Figura 17B). Estos datos sugieren que las líneas celulares que expresan 

GPC3 poseen una mayor población stem, y son consistentes con el mayor número 

de mamosferas obtenidas en las células MDA-MB231 GPC3 y MCF-7 sh scramble 

(Figura 16). 

 

 

Figura 17. Efecto de GPC3 sobre los niveles de expresión del marcador de pluripotencialidad OCT4. 

Gráfico de barras representativo de los niveles de OCT4 que expresan cada sublínea obtenidos por 

qPCR. Los resultados se encuentran relativizados a GAPDH y a los obtenidos en la correspondiente 

sublínea control. Se muestra el resultado de un experimento. A- MDA-MB 231. B- MCF-7. 

 

 



55 

3.3- Análisis bioinformático de enriquecimiento de firmas de genes asociadas a las 

células stem. 

 

En base a los resultados in vitro, realizamos estudios bioinformáticos de 

análisis de enriquecimiento de firmas de genes en muestras de pacientes 

dicotomizadas según los niveles de expresión de GPC3, como se describió más 

arriba. 

Es así como en la Figura 18 podemos ver que las firmas asociadas a procesos 

de regulación stem se encontraban reguladas positivamente en los tumores de 

pacientes “alto” GPC3. Tal es el caso de la firma ligada al mantenimiento de la 

población stem (GOBP_SOMATIC_STEM_CELL_POPULATION_ MAINTENANCE) 

y la relacionada con la regulación de la proliferación de estas células 

(GOBP_REGULATION_OF_STEM_CELL_PROLIFERATION). Estas firmas están 

conformadas por aproximadamente 50 a 100 genes cada una y, además, presentan 

un NES≥1. Estos resultados in silico apoyan a nuestros datos obtenidos in vitro, y 

refuerzan la idea de que la expresión de GPC3 sería capaz de regular la población 

stem. 

 

  

Figura 18. Análisis de enriquecimiento de firmas de genes asociadas a la regulación de la población 

stem. A partir de los datos de la base pública TCGA-BRCA analizados, se estudió el enriquecimiento 

de firmas de genes involucradas en la regulación stem de pacientes con tumores “alto” GPC3 

(FDR<0,05).  
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4- Efecto de GPC3 sobre la vía de señalización de TGF-β. 

4.1- Expresión de componentes de la vía de TGF-β. 

 

Como la vía de señalización de TGF-ꞵ es la principal reguladora de la TEM 

(Nawshad et al., 2005), y la expresión de GPC3 es capaz de modular este proceso tal 

cual lo describimos previamente (Castillo et al., 2016; Guereño et al., 2020; Peters et 

al., 2003) y en esta tesina, a continuación, nos propusimos evaluar por WB la 

expresión de diversos componentes de esta vía. Además de querer determinar si 

GPC3 es capaz de regularlos, perseguimos investigar si existía un sistema autocrino 

en nuestros modelos celulares. 

Los resultados mostraron, por un lado, la existencia de un sistema autócrino 

de la vía de TGF-β. Por otro lado, se observó que los componentes de la vía 

analizados se encontraban modulados de manera distinta en las 4 sublíneas 

celulares. Así, determinamos que la presencia de GPC3 indujo una reducción en los 

niveles de expresión de TGF-ꞵ1 Factor tanto en las células MDA-MB231 como en las 

MCF-7. De esta manera, las sublíneas MDA-MB231 GPC3 y MCF-7 sh scramble 

exhibieron menor expresión de TGF-ꞵ1 Factor que las células MDA-MB 231 Vector y 

MCF-7 sh GPC3 respectivamente (Figura 19A). Por otro lado, los niveles de expresión 

de TGF-ꞵRII se encontraron aumentados frente a la presencia del glipicano en ambas 

líneas (Figura 19B). En cuanto a los niveles de TGF-ꞵRI y Smad 2/3, éstos fueron 

mayores en la sublínea MDA-MB231 GPC3 con respecto a su control MDA-MB231 

Vector y en la sublínea MCF-7 sh GPC3, comparada con su control MCF-7 sh 

scramble (Figura 19C y 19D). 
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Figura 19. Efectos de GPC3 sobre la expresión de TGF-ꞵ1 Factor, TGF-ꞵRII, TGF-ꞵRI y Smad 2/3. 

Panel superior: WB representativo, utilizando anticuerpos anti TGF-ꞵ1 Factor, anti TGF-ꞵRII, anti TGF-

ꞵRI, anti Smad 2/3, anti GAPDH y anti β-Actina. Panel inferior: Gráfico de barras esquematizando los 

valores densitométricos de componente de la vía/Actina o GAPDH. A- TGF-ꞵ1 Factor. B- TGF-ꞵRII. C- 

TGF-ꞵRI. D- Smad 2-3. 
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4.2- Actividad de la vía de TGF-β. 

 

Posteriormente, evaluamos el efecto de GPC3 sobre la actividad de la vía en 

cuestión mediante el análisis de los niveles de fosforilación de Smad2/3 por WB. 

La Figura 20 muestra que en las células MDA-MB231, la presencia de GPC3 

indujo menores niveles de fosforilación de Smad 2/3 indicativo de una vía menos 

activa (Lado izquierdo). Por otro lado, el silenciamiento de GPC3 en las células MCF-

7 provocó un aumento en los niveles de fosforilación de la proteína Smad 2/3, 

señalando una vía más activa (Lado derecho). Por lo tanto, los resultados sugieren 

que la presencia del glipicano estaría induciendo una inhibición de la vía de 

señalización de TGF-β. 

 

Figura 20. Efectos de GPC3 sobre el estado de activación de la vía de señalización de TGF-β. Panel 

superior: WB representativo utilizando anticuerpos anti fosfo-Smad 2/3 y anti Smad 2/3. Panel inferior: 

Gráfico de barras esquematizando los valores densitométricos de fosfo-Smad 2/3 / Smad 2/3 total.  
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4.3- Análisis bioinformático de enriquecimiento de firmas de genes asociadas a la 

regulación de la vía de señalización de TGF-ꞵ. 

 

Con el fin de validar nuestros resultados in vitro, realizamos estudios 

bioinformáticos de enriquecimiento de firmas de genes en muestras de pacientes 

dicotomizadas según los niveles de expresión de GPC3, como se describió más 

arriba. 

Así, encontramos gran cantidad de firmas de genes relacionadas a la vía de 

señalización de TGF-ꞵ reguladas en pacientes con tumores que tienen altos niveles 

de GPC3 (Figura 21A). En particular, la firma involucrada en la regulación negativa 

del receptor de TGF-ꞵ (GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_ TRANSFORMING_ 

GROWTH_FACTOR_BETA_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY) se encontraba 

regulada positivamente (FDR<0,05; NES=1,72) y la relacionada a la actividad 

transcripcional del heterotrímero Smad 2/3 / Smad 4 (REACTOME_ 

TRANSCRIPTIONAL_ACTIVITY_OF_SMAD2_SMAD3_SMAD4_HETEROTRIMER), 

por el contrario, se encontró regulada negativamente (FDR<0,05; NES=-1,51) en 

estos mismos pacientes (Figura 21B). Estos datos están en concordancia con 

nuestros resultados experimentales obtenidos in vitro, y refuerzan la idea que la 

expresión de GPC3 en células tumorales mamarias sería capaz de inducir una 

inhibición de la vía de señalización de TGF-ꞵ. 
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Figura 21. Análisis de enriquecimiento de firmas de genes asociadas a la vía de TGF-β. A partir de los 

datos analizados de la base pública TCGA-BRCA se estudió el enriquecimiento de firmas de genes. 

A- Se muestran firmas asociadas a la vía de TGF-β reguladas tanto de manera positiva como negativa 

en el grupo de pacientes “alto” GPC3 (FDR<0,05). B- Se esquematiza la firma upregulada GOBP_ 

NEGATIVE_ REGULATION_ OF_ TRANSFORMING GROWTH_ FACTOR_ BETA_ RECEPTOR_ 

SIGNALING_ PATHWAY (FDR<0,05; NES=1,72) en el panel izquierdo, y la firma downregulada 

REACTOME_ TRANSCRIPTIONAL_ ACTIVITY_ OF_ SMAD2_ SMAD3_ SMAD4_ HETEROTRIMER 

(FDR<0,05; NES=-1,51) en el panel derecho. 

 

4.4- Rol de la vía de TGF-ꞵ en la morfología celular. 

 

Por último, para determinar si la inhibición de la vía de señalización de TGF-ꞵ 

inducida por GPC3 - arriba descripta - media sus efectos celulares sobre la TEM, 

decidimos revertir dicha inhibición. Para ello, células de las diferentes sublíneas 

fueron tratadas con TGF-ꞵ1 por 72 h. Posteriormente, como parámetro de la TEM, 

evaluamos la morfología celular y la organización del citoesqueleto de Actina. 
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El resultado puede verse en la Figura 22. El tratamiento con TGF-β1 no indujo 

cambios significativos en la morfología de ninguna de las sublíneas celulares 

analizadas. Así vemos que luego de 72 h de tratamiento, las células mantuvieron la 

misma morfología que al inicio del ensayo y con respecto al control, 

independientemente de la expresión de GPC3 (MDA-MB231, Figura 22A y MCF-7, 

Figura 22B). De la misma manera, al analizar el citoesqueleto de Actina, tampoco se 

encontraron rearreglos en su organización después del tratamiento en ninguna de las 

sublíneas estudiadas. Como puede verse en la Figura 22A (MDA-MB231) y en la 

Figura 22B (MCF-7), las células tratadas mostraron el mismo patrón de organización 

del citoesqueleto de Actina con respecto al control en cada sublínea.  
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Figura 22 Efecto del tratamiento con TGF-ꞵ1 sobre la morfología celular y la organización del 

citoesqueleto de Actina en las sublíneas de MDA-MB231 y MCF-7. Las imágenes muestran células 

creciendo en monocapa al inicio del tratamiento (T0) y a las 72 h (TF), en la situación control (-TGF-

ꞵ1) y la de tratamiento (+TGF-ꞵ1), visualizadas por microscopía de campo claro. También se muestran 

imágenes obtenidas bajo microscopía de fluorescencia después de teñir con Faloidina-FITC, que 

representan la organización del citoesqueleto de Actina a tiempo final, en la condición control (-TGF-

ꞵ1) y la del tratamiento (+TGF-ꞵ1). Aumento 400x. A- MDA-MB231. B- MCF-7. 
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DISCUSIÓN 

 

La metástasis generalmente se considera incurable y, como tal, constituye una 

carga clínica y social importante (Fidler, 2003). La transición epitelio-mesenquimática 

(TEM), implicada en esta última en muchas formas diferentes, es un programa 

genético embrionario activado de forma aberrante durante la progresión del cáncer 

que facilita el desprendimiento de las células tumorales del tejido epitelial y su 

posterior diseminación y metástasis (Buchanan et al., 2011; Nieto et al., 2016). Este 

proceso gobierna las alteraciones bioquímicas reversibles que permiten que una 

célula epitelial alcance un fenotipo mesenquimático, confiriendo lo que es conocido 

como plasticidad epitelio-mesenquimática con pérdida de polaridad celular y aumento 

de la capacidad migratoria (Ye & Weinberg, 2015). Aunque se suponía que este 

aumento en la migración e invasión promovía la capacidad metastásica de las células 

tumorales, otras propiedades que facilitan la metástasis también se han relacionado 

con la TEM, como las propiedades de las células madre, la evasión inmunológica y el 

cambio metabólico (Lu & Kang, 2019; Nieto et al., 2016). Con los resultados obtenidos 

en este trabajo, profundizamos los conocimientos relativos al rol de GPC3 en la 

progresión del cáncer mamario, en particular modulando diferentes mecanismos 

involucrados en la TEM. 

En este trabajo de tesina empleamos in vitro, sublíneas celulares con la 

expresión de GPC3 genéticamente modificada, a fin de regular sus niveles. Así, se 

utilizaron sublíneas derivadas de MDA-MB231 (GPC3-, RE-, RP-, altamente invasivas 

y metastásicas) en las cuales GPC3 fue sobreexpresado, y sublíneas obtenidas a 

partir de las células MCF-7 (GPC3+, RE+, RP+, no invasivas ni metastásicas), donde 

la expresión del glipicano fue silenciada. Tal como ya reportamos (Castillo et al., 2016) 

en este trabajo de tesina corroboramos que la sobreexpresión de dicho glipicano en 

las células MDA-MB231 indujo un cambio drástico en la forma celular, evidenciándose 

una morfología más epitelial en lugar de una apariencia fibroblastoide característica 

de estas células altamente agresivas que atravesaron la TEM. Más aún, al estudiar el 

citoesqueleto de Actina informamos que la sobreexpresión de GPC3 provocó la 

reorganización del mismo, con la pérdida de las fibras de estrés adquiridas por las 

células MDA-MB231 durante la TEM, y la relocalización de la Actina en un anillo 

cortical típico de las células epiteliales (Castillo et al., 2016). Por su parte, el 
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silenciamiento de GPC3 en las células MCF-7 no llevó a grandes cambios en la 

morfología celular, pero sí en la organización de su citoesqueleto. Así, las células 

MCF-7 sh GPC3 mostraron algunas fibras de estrés, indicativo de una célula con 

características mesenquimáticas (Castillo et al., 2016). Estos resultados previos de 

nuestro grupo sumados a los obtenidos en este trabajo de tesina sugieren que la 

presencia de GPC3 puede revertir el fenotipo agresivo que les permite a las células 

tumorales migrar e invadir otros tejidos. 

Para continuar nuestros estudios sobre los efectos de GPC3 en la TEM 

atravesada por células tumorales mamarias, decidimos evaluar la capacidad de 

adhesión a componentes de la matriz extracelular. Investigamos si los patrones de 

adhesión se modificaban por la presencia de GPC3. A partir de estos ensayos, 

demostramos que la sobreexpresión de GPC3 en las células MDA-MB231 indujo una 

significativa disminución de la adhesión a todos los sustratos ensayados. En otras 

palabras, GPC3 inhibió la adhesión de las células MDA-MB231 a componentes de la 

MEC. Por otro lado, fue interesante notar que el silenciamiento del glipicano en las 

células MCF-7 no generó grandes cambios en su adhesión a FN o plástico. 

Llamativamente, la adhesión a LN disminuyó significativamente en las células MCF-7 

sh GPC3. Concluimos que el efecto de GPC3 sobre la adhesión es línea-celular 

dependiente, de lo que se desprende que otras variables serían importantes en la 

regulación de esta propiedad. En base a los resultados obtenidos con la línea MDA-

MB231, hipotetizamos que GPC3 podría prevenir el escape de la célula del subtipo 

Triple Negativo del tumor primario durante el proceso metastásico. Como es sabido, 

se ha postulado que las células tumorales se unen a la MEC a través de moléculas 

de adhesión, y de esta manera se estabilizan, siendo así capaces de invadir y 

abandonar el tumor primario (Maziveyi & Alahari, 2017). Por lo tanto, la pérdida de 

pegado a la MEC de la célula tumoral que expresa GPC3, podría ser una de las 

estrategias a través de las cuales este glipicano inhibe la progresión metastásica, 

impidiendo que la célula se escape del tumor primario. 

Dada la modulación de los patrones de adhesión observada en las células con 

la expresión de GPC3 modificada, decidimos analizar los niveles de algunos de los 

receptores que participan de este fenómeno y que además se han vinculado con la 

progresión tumoral, como son β1-Integrina y β4-Integrina (Hou et al., 2016; Li et al., 

2017). Encontramos que, en asociación con la menor adhesión a FN y LN observada 

en las células MDA-MB231 GPC3, la sobreexpresión de dicho glipicano indujo 
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también una disminución de los niveles de ambas Integrinas. Por su parte, y también 

relacionado a la falta de modulación en la adhesión a FN, el silenciamiento de GPC3 

en las células MCF-7 no indujo cambios en la expresión de β1-Integrina ni de β4-

Integrina. Estos resultados sugieren que la expresión de GPC3 podría inducir una 

regulación negativa de moléculas que participan en la adhesión célula- matriz, lo cual 

podría impactar en la capacidad de adherencia a los diferentes sustratos, y revertir de 

esta manera una de las propiedades tumorales adquiridas por células durante la TEM. 

Apoyando esta idea, Hou y colaboradores demostraron que células MDA-MB231 con 

el gen de β1-Integrina delecionado exhiben una disrupción de las adhesiones focales, 

una estabilización de las uniones célula-célula, y cambios típicos en los marcadores 

de la TEM que evidencian una reversión del fenotipo maligno (Hou et al., 2016). Por 

otro lado, en este trabajo de tesina se realizaron estudios bioinformáticos a partir de 

muestras de pacientes con cáncer de mama del estudio de TCGA para validar los 

hallazgos obtenidos in vitro. En particular, dos firmas asociadas a la regulación 

negativa de la adhesión célula-matriz / sustrato se vieron enriquecidas en los 

pacientes “alto” GPC3, apoyando nuestros resultados. 

Según mencionamos, resultados del grupo (Castillo et al., 2016; Peters et al., 

2003) como así también los presentados en esta tesina, indican que GPC3 sería un 

potente modulador de la TEM. Como ha sido reportado que este proceso es capaz de 

conferir características stem a las células (Babaei et al., 2021), decidimos estudiar el 

efecto de GPC3 sobre la población de células stem de los tumores mamarios. Para 

ello, realizamos ensayos de formación de mamosferas. Estos consisten en hacer 

crecer células en suspensión en baja densidad, bajo determinadas condiciones de 

cultivo que hacen que únicamente crezcan las células con características stem. Así, 

determinamos que en la línea MDA-MB231, la sobreexpresión de GPC3 permitió la 

formación de esferas, con células dispuestas de manera concéntrica, de mayor 

tamaño y número en comparación con las esferas formadas por las células control 

MDA-MB231 Vector. En cuanto a las células MCF-7, aunque no se encontraron 

grandes diferencias en el tamaño de las mamosferas formadas por las distintas 

sublíneas, el silenciamiento de GPC3 indujo una significativa reducción en el número 

de esferas formadas. El conjunto de estos ensayos indica que las células tumorales 

mamarias que expresan GPC3 tendrían una población de células stem mayor. En 

primera instancia, estos resultados no apoyan nuestra hipótesis, ya que, si GPC3 

revierte la TEM, debería inducir una reducción de la población stem. Futuros estudios 
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son necesarios para dilucidar el papel de GPC3 en la modulación de las CSCs. Más 

allá de esto, elaboramos una teoría que podría justificar el mayor número de 

mamosferas formado por las células tumorales mamarias que expresan GPC3. Es 

ampliamente conocido que los glipicanos desempeñan un papel fundamental en la 

morfogénesis (Filmus, 2001). De hecho, los primeros descubrimientos de esta 

molécula surgieron de la biología del desarrollo. En Drosophila se encuentran dos 

genes que codifican glipicanos. A través de una combinación de estudios genéticos y 

moleculares se han podido identificar características importantes de su función 

durante el desarrollo (Nakato et al., 1995). En humanos, nuestro grupo informó que la 

expresión de GPC3 durante el desarrollo embrionario es tejido y estadio especifica 

(Iglesias et al., 2008). Actualmente está bien establecido que los glipicanos pueden 

regular la actividad de una amplia variedad de factores de crecimiento y supervivencia 

(Filmus, 2001). Además, se les asigna la capacidad de formar gradientes de 

morfógenos (Filmus et al., 2008). Como resultado de estas modulaciones, los 

glipicanos participarían del proceso por el cual las células embrionarias tempranas, 

inicialmente idénticas, se desarrollan por diferenciación en tejidos específicos. Por lo 

tanto, hipotetizamos que la presencia de GPC3 en las células tumorales mamarias, 

que han sufrido un proceso de desdiferenciación, podría estar induciendo su 

diferenciación. De esta manera, las esferas de gran tamaño que observamos en las 

células MDA-MB231-GPC3 podrían estar formadas por células epiteliales 

proliferando en suspensión, mimetizando la estructura de la mama normal, y no por 

células stem como creíamos inicialmente. Experimentos en marcha podrán contrastar 

esta idea, al evaluar la expresión de marcadores de pluripotencialidad en las 

mamosferas. Adicionalmente, planeamos analizar a través de citometría de flujo la 

presencia de diversos marcadores de superficie, como CD24 y CD44, en células 

creciendo en monocapa. Si bien en este trabajo de tesina estudiamos la expresión 

por medio de qPCR de algunos marcadores de pluripotencialidad, únicamente 

pudimos detectar la presencia de OCT4 en algunas sublíneas. Consideramos que 

ensayos futuros, analizando un panel más grande de marcadores tanto en las células 

creciendo en monocapas como en las mamosferas, podrán brindarnos un panorama 

más claro y completo. 

Creemos que estos estudios, aunque preliminares, revelan la importancia de 

GPC3 en la regulación de la población stem. Los análisis bioinformáticos presentados 

en este trabajo de tesina apoyan esta idea. Tal como presentamos, se encontraron 
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reguladas positivamente diversas firmas asociadas al comportamiento stem en 

pacientes con tumores mamarios que expresan altos niveles de GPC3. Finalmente, 

destacamos que hasta el momento no existe en bibliografía información que asocie a 

GPC3 y las stem cells tumorales, por lo que los resultados presentados en esta tesina 

podrían abrir un interesante y prometedor campo de estudio. 

Nos propusimos también estudiar el efecto de GPC3 sobre vías de 

señalización involucradas en la regulación de la TEM. En particular, en este trabajo, 

estudiamos la vía de TGF-β, a la cual se le atribuye un rol dual. Durante las primeras 

etapas de la tumorigénesis TGF-β actúa como un supresor de tumores, pero en 

etapas posteriores funciona como un promotor tumoral al estimular a las células 

tumorales para que experimenten la TEM, lo que conduce a la metástasis y la 

resistencia a la quimioterapia (Hao et al., 2019; Ikushima & Miyazono, 2010). El papel 

de la vía de TGF-β en la TEM y la progresión del cáncer, se ha demostrado tanto en 

cáncer de mama (Imamura et al., 2012), como en otros tumores (Bu & Chen, 2017). 

Tal como lo informamos previamente (Castillo et al., 2016; Peters et al., 2003) y como 

lo ampliamos en esta tesina, GPC3 sería capaz de regular la TEM. Es por eso que 

quisimos ver si los efectos de GPC3 sobre la TEM atravesada por células tumorales 

mamarias eran mediados, al menos en parte, por la vía de TGF-β. Para ello, en primer 

lugar, estudiamos la expresión de los componentes de esta vía en nuestras 2 líneas 

celulares tumorales mamarias con la expresión de GPC3 genéticamente modificada. 

Nuestros resultados confirmaron que la expresión de GPC3 es capaz de inducir 

diversos cambios en los niveles de componentes de la vía, tales como TGF-β1, 

TGFβRII, TGFβRI y Smad 2/3. Posteriormente, con el fin de determinar la actividad 

de esta vía, analizamos los niveles de fosforilación de Smad 2/3. Observamos que las 

células que expresan GPC3, poseen menor fosforilación de esta molécula 

intermediaria de la vía de TGF-β. Por lo tanto, GPC3 sería capaz de inhibir la vía de 

señalización de TGF-β. Hipotetizamos que este podría ser uno de los mecanismos 

moleculares a través de los cuales GPC3 bloquea o revierte la TEM. A su vez, el 

estudio in silico de enriquecimiento de firmas de genes apoyó lo observado in vitro. 

En asociación a los resultados obtenidos en este trabajo de tesina, encontramos 

numerosos informes que describen la relación entre GPC1, otro miembro de la familia 

de los glipicanos, y la vía de TGF-β (Lu et al., 2017; Lund et al., 2020; Pan & Ho, 

2021). Entre ellos, recientemente ha sido informado que la supresión de GPC1 

conduce a la inhibición de señales pro-tumorales mediadas por TGF-β (Cheng et al., 
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2023). Asimismo, se describió que GPC1 promueve el crecimiento y la migración de 

células de cáncer colorectal a través de la regulación de esta vía (Lu et al., 2022). Por 

otro lado, el crosstalk entre GPC4, otro miembro de la familia de los glipicanos, y la 

vía de TGF-β, así como su papel en la progresión tumoral, ha sido recientemente 

descripto en diferentes tipos de neoplasias (Chérouvrier Hansson et al., 2024). 

Queremos destacar también, y retomando la idea de la relevancia de los glipicanos 

en la biología del desarrollo, que la función del análogo de TGF-β en Drosophila 

(llamado Dpp) es mediada por los glipicanos Dally and Dly (Belenkaya et al., 2004). 

Finalmente, la relación de GPC3 y la vía de TGF-β ha sido demostrada con 

anterioridad en otro tipo de tumor. Es así que Sun y colaboradores informaron que 

GPC3 inhibe el crecimiento de células de hepatocarcinoma a través de la regulación 

de TGF-β2 (Sun et al., 2011). Dada la inhibición de la vía de TGF-β demostrada en 

este trabajo de tesina y la reversión de la TEM previamente informada (Castillo et al., 

2016; Peters et al., 2003) en células que expresan GPC3, además del papel 

ampliamente descripto de la vía de TGF-β en la regulación de dicha transición 

(Imamura et al., 2012), nos propusimos investigar si la inhibición de la vía de TGF-β 

media el efecto de GPC3 sobre la TEM. Para ello, tratamos las diferentes sublíneas 

celulares con TGF-β1 recombinante, para revertir la inhibición inducida por GPC3. 

Como parámetro de la TEM, analizamos la morfología celular conforme al avance del 

tiempo. Tal como mostramos en este trabajo de tesina, no se detectaron cambios en 

la forma celular ni en la organización del citoesqueleto de Actina, independientemente 

de la expresión del glipicano. Así, las células MDA-MB231 y MCF-7 que expresan 

GPC3 tratadas con TGF-β1 mantuvieron su fenotipo más epitelial y continuaron 

ubicando a su Actina en posición preferentemente cortical. En otras palabras, el 

tratamiento con TGF-β no fue capaz de revertir los efectos de GPC3 sobre la TEM. 

Este resultado podría sugerir que el glipicano modula la TEM de manera 

independiente a la vía de TGF-β. Como mencionamos en la introducción, GPC3 es 

un proteoglicano unido a la membrana plasmática por un ancla de GPI, y puede actuar 

como un co-receptor permitiendo o impidiendo la unión a ligandos (DeBaun et al., 

2001; Mythreye & Blobe, 2009; Princivalle & de Agostini, 2002). Asimismo, las 

cadenas GAGs que tiene insertas cerca de la superficie celular, le permitirían a GPC3 

interactuar con otras proteínas de la superficie (Filmus et al., 2008).Teniendo en 

cuenta estas características del glipicano y ante los resultados obtenidos, 

hipotetizamos que GPC3 podría estar uniéndose de manera directa al factor TGF-β1 
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exógeno aportado en los tratamientos, secuestrándolo e impidiendo que se una a sus 

receptores. Alternativamente, sugerimos que GPC3 podría estar interactuando con 

los receptores TGF-βRI y/o TGF-βRII y bloqueando así la unión al ligando. Como 

resultado final de ambos mecanismos, la vía de TGF-β no podría ser activada a pesar 

de que las monocapas celulares fueron tratadas con la Citoquina. Futuros estudios 

deben ser realizados para confirmar dichas interacciones. Además, nos proponemos 

revertir río abajo de la membrana plasmática la inhibición que GPC3 ejerce sobre la 

vía de TGF-β, con el fin de poder aclarar si la misma media los efectos de GPC3 sobre 

la TEM. 
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CONCLUSIÓN 

 

A lo largo de este trabajo se ha descripto el importante rol de GPC3 como 

supresor metastásico en cáncer de mama. Al no existir una terapia adecuada para el 

tratamiento de la metástasis y al ser este proceso el principal responsable de las 

muertes por cáncer de mama es de suma importancia estudiar los mecanismos 

desencadenantes de este fenómeno  

Presentamos evidencias in vitro demostrando que la reexpresión de GPC3 

devuelve a las células de cáncer de mama una morfología más epitelial y revierte su 

capacidad de adherirse a sustratos de la MEC. GPC3 mostró también ser capaz de 

regular la expresión de moléculas de adhesión, como las Integrinas. Estudios 

bioinformáticos de enriquecimiento de firmas de genes apoyaron estos resultados. 

Por otro lado, demostramos que GPC3 sería capaz de regular la población de células 

stem en los tumores mamarios. Un análisis con más profundidad será necesario para 

establecer la relación existente. Finalmente, presentamos evidencias in vitro e in silico 

demostrando que GPC3 sería capaz de modular la expresión de componentes de la 

vía de TGF-β, así como de inhibir su actividad. Futuros estudios nos permitirán 

esclarecer el rol de esta inhibición sobre los efectos celulares inducidos por GPC3.   
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