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RESUMEN

Los factores quimiotacticos y angiogénicos secretados dentro del microambiente tumoral
facilitan la diseminacién metastasica de las células cancerosas. El receptor sensor de calcio
(CaSR) activa las vias secretoras en las cé¢lulas de cancer de mama a través de un mecanismo
promovido por el trafico vesicular de este receptor. Sin embargo, queda por elucidar el
mecanismo molecular de como el CaSR controla a las proteinas asociadas a las vesiculas
secretoras. En el presente estudio, demostramos que el CaSR promueve la expresion y
activacion de la GTPasa secretora Rab27B a través de la activacion de PI3K, PKA, mTOR y
MADD, un factor intercambiador de nucleotidos de guanina, también conocido como
DENN/MADD/Rab3GEP. Ademas, demostramos que la Rab27B activa conduce a la
secrecion de diferentes citocinas, como IL-6, IL-1B e IL-8. Por otro lado, la expresion de
Rab27B es regulada por el CaSR en células de cancer epitelial de mama MDA-MB-231.
Nuestros hallazgos brindan informacion valiosa sobre como el receptor sensor de calcio
participa en la activaciéon de un mecanismo dependiente de Rab27B para controlar la
secrecion de factores que intervienen en los circuitos de comunicacion celular paracrina

dentro del microambiente tumoral.



ABSTRACT

Chemotactic and angiogenic factors secreted within the tumor microenvironment facilitate
the metastatic spread of cancer cells. The calcium sensing receptor (CaSR) activates secretory
pathways in breast cancer cells through a mechanism promoted by vesicular trafficking of
this receptor. However, it remains to be elucidated how CaSR controls vesicles secretory
proteins. In the present study, we demonstrate that CaSR promotes the expression of Rab27B
and activates this secretory GTPase through the activation of PI3K, PKA, mTOR and
MADD, a guanine nucleotide exchange factor, also known as DENN/MADD/ Rab3GEP. On
the other hand, the active Rab27B leads to the secretion of different cytokines, including IL-
6, IL-1pB and IL-8. Furthermore, the expression of Rab27B is regulated by the CaSR in MDA-
MB-231 breast epithelial cancer cells. Our findings provide valuable information on how the
calcium sensing receptor participates in the activation of a Rab27B-dependent mechanism
that controls the secretion of factors involved in paracrine cell communication profile within

the tumor microenvironment.



INTRODUCCION

Generalidades del cancer

El cancer es una enfermedad heterogénea y dindmica con miultiples componentes
moleculares, que se ha constituido como una de las principales causas de muerte en el mundo.
En los tltimos 50 afios, los investigadores se han esforzado en identificar algunos principios
comunes de este padecimiento. Varios modelos han sido propuestos para explicar que la
transformacion de una célula normal en una célula cancerosa se debe a la activacion de
oncogenes, pérdida del reloj bioldgico via la telomerasa, asi como capacidades obtenidas
durante el desarrollo de un tumor como la capacidad de mantener la sefializacion
proliferativa, evadir los supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular,
inmortalidad replicativa, induccion de la angiogénesis y activacion de la invasion celular y
la metéstasis, ademads de otras caracteristicas que favorecen la progresion de un tumor como
la inflamacion e inestabilidad gendémica. Esta acumulacion de cambios en las células
tumorales que han adquirido ventajas de crecimiento e invasion les permite expandirse hacia
otros tejidos distintos al suyo (Hanahan and Weinberg, 2011; Moses et al., 2018). Ademas
de los cambios genéticos y de propagacion durante la transformacion tumoral, se requiere de
un proceso en particular que les permita a los tumores expandirse y colonizar otros tejidos;
este proceso se denomina angiogénesis, que permite la induccion y formacion de unos nuevos
vasos sanguineos que facilita a los tumores crecer y propagarse a otros tejidos. (Polverini,

2002).

Angiogénesis

Como en los tejidos normales, las células malignas requieren oxigeno y nutrientes para
sobrevivir y proliferar y, por lo tanto, deben residir muy cerca de los vasos sanguineos para
acceder al sistema circulatorio. La induccion de nuevos vasos sanguineos estd regulada por
una gran cantidad de factores angiogénicos. Cuando los factores angiogénicos y
antiangiogénicos estan en equilibrio, la vasculatura se encuentra inactiva y las células
endoteliales no pueden proliferar. Esto cambia cuando la sefializaciéon proangiogénica
domina, dando paso a un proceso que en los tumores se ha denominado switch angiogénico.

Hasta ahora el modelo clasico de induccion angiogénica se ha basado en la regulacion y



balance de las moléculas que promueven este proceso (Bergers and Benjamin, 2003) (Figura
1). El switch angiogénico se desencadena por alteraciones genéticas en las células tumorales
que conducen a una mayor proliferacion celular e induce la hipoxia o la expresion de factores
proangiogénicos. El hecho de que los tumores sean dependientes de un suministro sanguineo
ha estimulado a investigadores a buscar y disefiar estrategias antiangiogénicas para poder

tratar el cancer (Carmeliet, 2003).

Inhibidores
Trombospondina-1
Angiostatina
Endostatina

Activadores
VEGFs
FGFs

ﬁgg\\\|l'llgjg§?

PDGFB

Figura 1. Balance angiogénico. La angiogénesis es regulada por una variedad de activadores e
inhibidores. Tomada y modificada de Bergers and Benjamin, 2003.

El proceso angiogénico difiere de la angiogénesis tumoral. El proceso normal de
formacion de nuevos vasos es detenido en cierto punto por la secrecion de factores
angiostaticos; por el contrario, en un tumor la angiogénesis se lleva de manera continua.
Ademas, la vasculatura del tumor tiene caracteristicas morfologicas atipicas y se caracteriza
por tener vasos sanguineos dilatados, tortuosos y desorganizados. Esta desorganizacion en la
vasculatura permite que exista una permeabilidad excesiva y un aumento de la hipoxia
(Gacche, 2015; Viallard and Larrivée, 2017). Por otra parte, dentro de los factores
angiogénicos capaces de activar a células endoteliales se encuentran el factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), los
cuales tienen la capacidad de inducir la secrecion de DLL4 (ligando tipo Delta-4). E1 DLL4
secretado por las células endoteliales activa la sefializacion de las células endoteliales vecinas

induciendo la expresion de VEGFRI1 (receptor 1 del factor de crecimiento endotelial



vascular); de esta manera, las células endoteliales adquieren fenotipos mas moviles e
invasivos, secretando proteinas que degradan la matriz extracelular y guian la formacion de
nuevos vasos sanguineos hacia el gradiente de VEGF. Asi, la degradacion de la membrana
basal le permite a las células endoteliales migrar, proliferar y eventualmente diferenciarse
para formar nuevos vasos sanguineos finalmente, cuando las células estan diferenciadas
pueden alojarse en una nueva membrana basal para poder secretar nuevos factores de
crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual atrae a
células que van a ayudar con el soporte y estabilizacion de nuevos vasos (Farnsworth et al.,
2014; Lugano et al., 2020; Viallard and Larrivée, 2017). Por otro lado, se ha descrito que la
secrecion de estos factores es regulada por receptores de membrana dentro de los cuales los

receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) juegan un papel relevante.

Receptores Acoplados a proteinas G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) comprenden una gran familia de
proteinas de membrana que llevan a cabo procesos de sefializacion celular y son blancos
importantes de farmacos y medicamentos (Lappano and Maggiolini, 2011). Constituyen una
gran familia de receptores con mas de 800 miembros (Nieto Gutierrez and McDonald, 2018).
Los GPCRs humanos se pueden clasificar en cinco familias principales de receptores:
rodopsina, secretina, glutamato, adhesion y frizzled (Fan et al., 2017). Los GPCRs median la
sefializacion de la percepcion sensorial, quimiotaxis, neurotransmisiéon, comunicacion
celular, los sentidos de la vista, el olfato, el gusto y muchos otros eventos vitales (George et
al., 2002; Lappano and Maggiolini, 2011). Este tipo de receptores responde a una gran
variedad de ligandos como aminas biogénicas, iones, lipidos, péptidos, proteinas y luz
(Wootten et al., 2018). Todos los GPCRs comparten una estructura conservada que esta
compuesta por una parte extracelular (amino terminal extracelular, N-Terminal), un dominio
transmembranal de siete hélices y una parte que sirve como sitio de union para las proteinas

G (carboxilo terminal, C-Terminal).

La activacion de los GPCRs estd mediada por un cambio conformacional en los pases

transmembranales estabilizada por la union de ligandos extracelulares; cuando estos se unen



al lado extracelular o dominios transmembranales de un GPCR, favorecen los cambios
estructurales que permiten que las proteinas G se unan a la interfaz intracelular de un GPCR.
Este mecanismo de control es muy complejo: por ejemplo, ligandos elegidos apropiadamente
pueden estimular diferentes vias de sefializacion intracelular de forma independiente a través
de un solo GPCR, y por otro lado existen GPCRs que poseen multiples sitios de unioén a
ligando que influyen en la sefializacion intracelular de distintas formas (Bockaert and Pin,
1999; Bouvier, 2013; Latorraca et al., 2017; Leioatts et al., 2014; Manglik and Kruse, 2017;
Moreira, 2014). Cuando los GPCRs son activados por el ligando apropiado, estos interactian
con las proteinas G y estas son responsables de un efecto particular sobre una via de

sefalizacion intracelular (Bouvier, 2013).

Las proteinas heterotriméricas de union a nucleotidos de guanina (proteinas G) transmiten
directamente las sefiales de los GPCRs, funcionan como interruptores moleculares y su
actividad bioldégica es determinada por el nucledtido unido. Las proteinas G estan
compuestas por subunidades a,  y v (Kostenis et al., 2020; Neer, 1994). La subunidad a de
las proteinas G se inserta en la parte interna de la membrana principalmente por grupos
miristoil o palmitoil y la subunidad vy lo hace por medio de un grupo frenilo (Syrovatkina et
al., 2016) . Las subunidades B y y estan estrechamente asociadas y pueden considerarse como
una unidad funcional. La unién del ligando a un GPCR induce la disociacion de Ga del
dimero Gy dando como resultado dos subunidades funcionales (Ga y Gfy) (Kostenis et al.,
2020; Syrovatkina et al., 2016). Tanto las subunidades Ga como Gy pueden activar diversas
vias celulares. (Iiri et al., 1998; Jones et al., 1990). La subunidad o activa interactiia con
efectores como la adenilato ciclasa y fosfolipasas; de forma similar, el complejo By interactua
con diferentes proteinas efectoras (Neer, 1994). Los efectores con los que interaccionan las
proteinas G dependen del tipo de subunidad Ga (Gas, Gai, Gaq y Gal2) con el que
interactuan (Tsvetanova et al.,, 2015). Cuando, la senalizaciéon de la subunidad Ga es
finalizada por la actividad GTPasa intrinseca de Ga que lleva a hidrolizar el GTP unido
convirtiéndolo en GDP. Este proceso de hidrolisis es acelerado por las proteinas que activan
las GTPasas (GAPs); estas se unen a Go y aceleran la actividad GTPasa que es
intrinsecamente baja. Por otro lado, la sefializaciéon de GPy se termina cuando se asocia de

nuevo con Ga inactiva (Syrovatkina et al., 2016).
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Existe una promiscuidad en cuanto al acople de los GPCRs con las proteinas G, ya que
pueden activar distintos tipos de proteinas G, lo cual ha sido observado en algunos casos de
padecimientos patoldgicos como el cancer (Dorsam and Gutkind, 2007). De esta manera los
GPCRs estan involucrados en una gran serie de eventos celulares como proliferacion celular,
regeneracion de tejidos, inflamacion, angiogénesis y crecimiento normal celular (Lappano
and Maggiolini, 2011). Sin embargo el descubrimiento del oncogén MAS, el cual codifica un
GPCR, provee un vinculo directo entre la transformacién celular maligna y los GPCRs
(Dorsam and Gutkind, 2007; Tsvetanova et al., 2015). La sobreexpresion de algunos GPCRs
favorece la proliferacion de células cancerigenas, contribuyendo al crecimiento tumoral. Por
ejemplo, el receptor activado por proteasas (PARs), receptores de quimiocinas y receptores
para lipidos bioactivos como LPA. Ademas, la secreciéon de péptidos via paracrina o
autocrina promueve la proliferacion celular y conlleva a que algunos tipos de céncer
humanos sean muy agresivos (Lappano and Maggiolini, 2011; O’Hayre et al., 2013). Por otro
lado, se ha descrito que un GPCR que se sobreexpresa en cancer participa en procesos de
secrecion de factores quimiotécticos y angiogénicos que podrian estar regulando de manera
favorable la progresion tumoral; éste es el Receptor sensor de calcio (CaSR) (Brennan et al.,

2013; Hernandez-Bedolla et al., 2015).

Receptor Sensor de Calcio (CaSR)

El receptor sensor de calcio (CaSR) es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) que se
identifico por primera vez debido a su capacidad para regular la secrecion de la hormona
paratiroidea (PTH) en respuesta a calcio (Ca?") (Brown et al., 1993). Este receptor se encarga
de mantener constantes los niveles de Ca’** que un organismo necesita para su correcto
funcionamiento celular (Hofer and Brown, 2003). El CaSR pertenece a la familia de
receptores de glutamato, que también incluye receptores GABA, receptores gustativos y
receptores de feromonas (Brown, 2013). El CaSR es una proteina compuesta de 1078
aminodcidos, con un gran dominio extracelular de 612 aminoéacidos que forma dos l6bulos
que adoptan una conformaciéon de Venus atrapamoscas (VFT), seguido por 250 aa que
forman su dominio transmembranal de 7 a-hélices y finalmente, por 216 aa en su C-terminal.

Tras la union del agonista, la hendidura abierta del VFT se cierra y esto induce cambios

11



conformacionales en los otros dominios con lo cual inicia la transduccion de sefiales
(Vanhouten and Wysolmerski, 2013). El CaSR estd altamente glicosilado y reside en la
superficie celular como un dimero vinculado por puentes bisulfuro formado por cisteinas de
cada monomero (Hu and Spiegel, 2007). El amino terminal del CaSR en su forma de
mondmero asume una estructura bilobada tipo atrapamoscas; dentro de esta estructura existe
una cooperacion positiva de varios sitios de union para Ca?" en estado activo, por cada
monomero (Gao et al., 2021; Geng et al., 2016b; Huang et al., 2009). En la clinica existen
moduladores alostéricos positivos (calcimiméticos) y moduladores negativos (calciliticos)
que sensibilizan o inhiben, la respuesta del receptor al Ca®*. Estos moduladores se unen en
la parte transmembranal del receptor a través de mecanismos aun desconocidos (Petrel et al.,

2004) (Figura 2).

La actividad del CaSR es regulada por otros moduladores alostéricos enddgenos,
sintéticos, pH, fuerza idnica y responde a una gran variedad de ligandos, incluyendo los
cationes divalentes Mg?* y Sr?*, trivalentes como el La*"y Gd*', y policationes organicos
como poli-L-lisina, poli-L-arginina y neomicina (Geng et al., 2016b). A estos agonistas se
les conoce como agonistas tipo 1 ya que activan directamente al receptor sin la necesidad de
calcio. Por otra parte, los L-aminoacidos como L-Phe y L-Trp aumentan la sensibilidad de
CaSR hacia calcio y se les considera moduladores alostéricos positivos del CaSR (Geng et
al., 2016b; Ray, 2015). A estos agonistas se les conoce como agonistas tipo 2 ya que son los
que necesitan que el calcio esté presente para poder activar al receptor (Conigrave and Ward,
2013). A pesar de su promiscuidad farmacoldgica, el CaSR juega un papel fundamental en
la homeostasis del calcio y es capaz de detectar concentraciones milimolares de Ca**
(Breitwieser, 2013; Conigrave and Ward, 2013; Gao et al.,, 2021). El receptor esta
tipicamente inactivo a concentraciones bajas de Ca?" (0.2 mM) y se activa por arriba de la
concentracion de 0.5 mM, dependiendo del contexto celular y el nivel de expresion

(Conigrave and Ward, 2013).
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Figura 2. Dominio extracelular del CaSR. Se destaca la estructura dimérica del dominio extracelular,
asumiendo la estructura tipo atrapamoscas en cada monomero, se marcan los sitios de unién del Ca®* entre
los dos 16bulos en estado activo del CaSR. Tomado y modificado de Gao et al, 2021.

Se ha descrito que el CaSR interacciona con diversas proteinas G; candnicamente se une
a Gq/11, Gino, G12/13 y en s6lo algunas condiciones patoldgicas a Gs. Este acople a las proteinas
G determina la via de sefalizacion que el receptor va a activar rio abajo (Conigrave and

Ward, 2013) (Figura 3).

CaSR en enfermedad y cancer

Algunos de los principales padecimientos relacionados al receptor sensor de calcio y son
causados por mutaciones en el gen CASR que codifica a este receptor; estos trastornos estan
directamente relacionados a la homeostasis del calcio (Hannan et al., 2018). Las patologias
en la cuales la homeostasis del calcio se ve afectada son la hipercalcemia hipocalcitirica
familiar (FHH) y el hiperparatiroidismo severo neonatal (NSHPT) (Hannan and Thakker,
2013; Hannan et al., 2018). Ademas, se han encontrado mutaciones de ganancia de funcién

en hipocalcemia autosémica dominante (ADH) y el sindrome de Bartter tipo V (Hannan et
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al., 2018). También se han descrito enfermedades autoinmunes del CaSR debido a la
presencia de anticuerpos anti-CaSR (Vahe et al., 2017). Estos pueden tener efectos
estimulantes sobre el CaSR o pueden bloquear la actividad del CaSR, causando
hipoparatiroidismo autoinmune o hipercalcemia hipocalciurica autoinmune, respectivamente
(Chattopadhyay, 2006; Endres, 2012; Vahe et al., 2017). Por otro lado, se ha descrito que en
cancer el CaSR tiene un gran nimero de mutaciones (Brennan et al., 2013). A pesar de esto,
ninguna mutacion se ha relacionado de manera directa con algun tipo de cancer. Sin embargo,
se ha descrito que su sobreexpresion y su funcion alterada contribuyen a la progresion
tumoral (Brennan et al., 2013; O’Hayre et al., 2013). En algunos tipos de cancer, el CaSR
actiia como un oncogén como por ejemplo en cancer de ovario, prostata, testiculo (Brennan
et al., 2013; Saidak et al., 2009). También, se ha visto que participa en el desarrollo de
tumores malignos como adenomas de paratiroides, cancer de mama, prostata, cancer de
colon y cancer de ovario (Saidak et al., 2009). Por otra parte, se ha descrito que el CaSR en
tumores de mama, estd sobreexpresado, y participa en la secrecion del péptido relacionado a
la hormona paratiroidea (PTHrP), conllevando a un mayor riesgo de metastasis al hueso

(Chattopadhyay, 2006; Kozlow and Guise, 2005).

TDAG -__I ' =1 -l
(e oun) 7FR
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: ' breast/colon ‘

cancer  [cpLA;) [PLK] (PLK]

1AA_ (1PIP,) 1PIP; “ADIS”

Figura 3. Representacion de las vias de sefializacion desencadenadas por el CaSR. El receptor interacciona
principalmente con tres principales subfamilias de proteinas G con la excepcion de una interaccion atipica
con la proteina Gs en ciertos tipos de céancer. Existe un proceso denominado ADIS (sefalizacion

14



insercioénal dirigida por agonista) en el cual el receptor al estar activado dirige su propio trafico a
membrana plasmatica. Tomado de Conigrave et al. 2013.

La metastasis a hueso se ha visto frecuentemente en pacientes con ciertas formas de
cancer, como cancer de mama (Chattopadhyay, 2006). El hueso es un 6rgano muy atractivo
debido a que tiene una gran cantidad de propiedades bioquimicas y fisicas que lo hacen ideal
para el crecimiento de tumores. Este nicho metastasico es el mayor depodsito de calcio en el
organismo, también es un sitio de almacenamiento de factores de crecimiento como el factor
de crecimiento transformante § (TGF-f), factor de crecimiento tipo insulina (IGF), factores
de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factor derivado de plaquetas (PDGF) (Kékonen et
al., 2002). Existen dos tipos de metastasis a hueso, una osteobléstica y otra osteolitica
(Chirgwin et al., 2004). Los dos tipos de metastasis se han visto en cancer de mama (Guise
et al., 2005). En la metastasis osteolitica el calcio junto con el TGF-B, juegan un papel
fundamental en el desarrollo y progresion tumoral, induciendo tanto la expresion como la
secrecion de PTHrP en las células tumorales de mama. Este factor es conocido como inductor
de la resorcion de hueso. Ademas, se ha descrito que promueve un ciclo vicioso iniciado por
las células de cancer de mama y se agrava por la sefializacion del CaSR (Das et al., 2020;

Guise et al., 2005; Kozlow and Guise, 2005) (Figura 4).

PTHrP Osteoblasts

PTHP—> 30
\ Osteoclast

ﬁcursors
-

Ca?*-sensing receptor \

Breast

Osteolysis

Figura 4. Representacion esquematica del ciclo vicioso entre células tumorales de mama y el hueso.

Tomada de Saidak, et al. 2009.

15



CaSR y Secrecion

El CaSR esta altamente expresado en la glandula paratiroides y en el rifion, donde actia
como el principal regulador de la secrecion de la hormona paratiroidea (PTH) en respuesta a
cambios en las concentraciones de calcio (Brown, 2013). Por lo tanto, es de vital importancia
en la regulacion apropiada de la homeostasis del calcio y hueso. Sin embargo, su funcion no
estd limitada a la regulacion homeostatica de la secrecion de PTH. También regula procesos
celulares como proliferacion, diferenciacion y transporte de iones (Vanhouten and
Wysolmerski, 2013). Regula la secrecion del péptido relacionado a la hormona paratiroidea
(PTHrP) en respuesta a cambios en las concentraciones de calcio en varios tipos celulares,
tales como astrocitos, células ovaricas epiteliales, osteoblastos, células de cancer de prostata,
células HEK-293 transfectadas con el CaSR, y células de cdncer de mama (Chattopadhyay,
2006). Ademas, también se ha visto que regula la secrecion de otros péptidos como gastrina
en células G gastricas (Feng et al., 2010), wnt5a, BMP-2 en miofibroblastos de colon y
colecistoquinina en células duodenales (MacLeod, 2013; Pacheco and MacLeod, 2008).

En 2007 nuestro grupo reportd que la secrecion de PTHrP esta vinculada al trafico
vesicular del CaSR; esta secrecion se inhibe al interrumpir el reciclamiento lento del receptor
usando una mutante dominante negativa de la proteina Rabl1 (S25N), de esta manera se
concluy6 que la secrecion de PTHrP esta directamente ligada a la endocitosis del CaSR
(Reyes-Ibarra et al., 2007). Por otro lado, en 2015 se reporté que en la linea celular
metastdsica de cancer de mama MDA-MB-231 el CaSR regula la secrecion de algunos
factores de crecimiento como el EGF, dependiendo directamente de su activacion y, por otro
lado, algunos factores como la IL-6 son secretados de manera constitutiva (Hernandez-
Bedolla et al., 2015). Sin embargo, el mecanismo involucrado en la secrecion regulada por

el receptor sensor de calcio (CaSR) atn no se ha dilucidado del todo.
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GTPasas Rab

Las proteinas Rab son proteinas monoméricas pequenas (21-25 kDa) de union a GTP y
forman la rama mds grande de la superfamilia de Ras (Bhuin and Roy, 2014; Pereira-Leal
and Seabra, 2000). Son conservadas y se encuentran en organismos que van desde levaduras
hasta los seres humanos. A la fecha, en los seres humanos se han reportado 70 diferentes
proteinas Rab (Pfeffer, 2017). Estas proteinas se han implicado en diversas funciones
celulares como el crecimiento, el trafico de proteinas, la secrecion de proteinas, la
transduccion de sefiales, el direccionamiento y la fusion de organelos a la membrana (Bhuin
and Roy, 2014). Las Rabs se encuentran en el citoplasma celular y son capaces de asociarse
a diferentes organelos, asi como a vesiculas de transporte (Fukuda, 2008; Pereira-Leal and
Seabra, 2000; Stenmark, 2009). Las proteinas Rab, después de su sintesis, son modificadas
postraduccionalmente por lipidos que implican la uniéon de un grupo geranil-geranilo en el
carboxilo-terminal, la cual es crucial para su correcto funcionamiento. Después de la sintesis,
las proteinas Rab forman un complejo al asociase con la proteina escort de Rab (REP)
(Hutagalung and Novick, 2011). Este complejo funciona como sustrato para la enzima de
Rab-geranilgeraniltransferasa (Rab-GGT) y se somete a una doble prenilacion en sus motivos
de cisteina en el carboxilo terminal. La proteina Rab geranilgeranilada se asocia con REP,
que lleva a la GTPasa a un organelo especifico o vesicula de transporte. Las GTPasas Rabs
asociadas a REP estan inactivas unidas a GDP y estdn listas para que sean activadas, en el
sitio blanco, por la participacion de una proteina intercambiadora de nucledtidos de guanina
(GEF) (Stenmark, 2009). Entonces, la Rab intercambia el GDP por GTP y ahora se convierte
en una Rab activa que permite la disociacion de REP para asi poder llevar a cabo su funcion

bioldgica (Bhuin and Roy, 2014; Stenmark, 2009).
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Activacion de las Rabs GTPasas

Para poder llevar a cabo sus procesos de activacion e inactivacion, las proteinas Rabs
necesitan la cooperacion de otras proteinas conocidas como factores intercambiadores de
nucledtidos de guanina (GEFs) y a las proteinas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs),
respectivamente (Stenmark, 2009)(Figura 5). A pesar del gran nimero de Rabs, muy pocos
GEFs y GAPs han sido identificados para las Rab27. Por citar algunos ejemplos,
MADD/DENN/Rab3GEP un GEF para Rab27 posee un dominio DENN y se expresa
diferencialmente en células normales y células neopléasicas; ademas, se ha reportado que esta
presente en endosomas (Levivier et al., 2001). Por otro lado, se sabe que los GAPs de las
proteinas Rab27 comparten el dominio comun TBCI1 (Tre-2 / Bub2 / Cdcl6) (Barr y
Lambright, 2010, Marat et al., 2011). EPI64B (TBC1D10B) es el GAP para Rab27B (Gallo
et al., 2014; Hou et al., 2013). Sin embargo, existen muy pocos estudios enfocados sobre el
mecanismo de activacion de las proteinas Rabs; a la fecha so6lo se ha demostrado que el
receptor para la angiotensina II promueve la uniéon de GTP a Rab5a (Seachrist et al., 2002).
Este estudio mostré por primera vez que un GPCR puede controlar la actividad de una
proteina Rab por una interaccion directa entre el receptor y la GTPasa (Seachrist et al., 2002).
Por otro lado, cabe resaltar que este estudio de activacion de Rabs fue para Rab5, quien regula

eventos de endocitosis.

GDP GTP GDP

GDP
m

Figura 5. Ciclo de activacion de las proteinas Rab. El ciclo comienza con la activacion de una Rab inactiva
unida a GDP, con la ayuda de un GEF intercambia GDP por GTP para poder llevar a cabo su funcion
biologica mediante la interaccion con efectores. Cuando termina su funcion ésta es desactivada por la
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ayuda de una proteina que activa su propiedad de GTPasa (GAP), liberando un fosfato inorganico y
llevando a la Rab a su estado inactivo de nuevo. Tomado de (Stenmark, 2009).

Rabs Secretorias

La expresion de las proteinas Rab varia dependiendo del tipo celular (Fukuda, 2008). Estas
proteinas pueden tener papeles tnicos dentro del tipo celular o tejido en el que se encuentren.
Estudios en las vias secretorias en donde vesiculas de secrecion se anclan y fusionan a
membrana plasmatica se han limitado a isoformas especificas de proteinas Rabs, como por
ejemplo la Rab3 (Handley et al., 2007). Aunque existe evidencia de que también algunas
otras Rabs estan asociadas a vesiculas de secrecion como la Rab27, que es la proteina con
mayor similitud en su secuencia génica y de aminoacidos a Rab3 en el arbol filogenético
(Fukuda, 2013). Las Rabs que controlan la secreciéon son nombradas como Rabs secretorias.
Se han descrito distintas Rabs secretorias con sus isoformas correspondientes como, por
ejemplo, Rab3 (A/B/C/D), Rab26, Rab27 (A y B) y Rab37; estas proteinas se encuentran
principalmente en vesiculas secretorias maduras. La Rab3 y la Rab27 estan alojadas sobre
vesiculas neuronales, endocrinas, exocrinas y vesiculas de secrecion en células inmunes,
mientras que Rab26 y Rab37 estan presentes sobre vesiculas de tipos celulares
especializados, como células del pancreas y mastocitos, respectivamente. Las Rabs se han
visto involucradas en la secrecién de una gran variedad de proteinas y neurotransmisores y
ciertas isoformas se han visto involucradas en padecimientos como el cancer (Fukuda, 2013;
Pavlos et al., 2005). Sin embargo, atin se desconoce si algin GPCR tiene la capacidad de

activar alguna Rab involucrada en secrecion.

Rabs en cancer

La expresion aberrante de las GTPasas de Rab a menudo se asocia con el cancer,
especialmente para las Rabs involucradas en la endocitosis y la secrecion de moléculas
necesarias para la migracion y metastasis celular, la sefializacion y la division celular
(Krishnan et al., 2020). Por ejemplo, Rab5 se sobreexpresa en células altamente proliferativas
y metastasicas (Zhang et al., 2017). Su sobreexpresion induce la proliferacion e invasion

celular al participar en la activacion de la via de sefializacion de la cinasa de adhesion focal
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(FAK) en el carcinoma hepatocelular. Por otro lado, participa en la regulacion de la cinasa
regulada por senal extracelular (ERK) en el cancer oral (Geng et al., 2016a; Zhang et al.,
2017). Otro ejemplo relevante es la participacion de Rab11 en el reciclamiento de la integrina
a6PB4 a la superficie celular en condiciones de hipoxia, de esta manera la hipoxia incrementa
la presencia de la integrina 064 en la membrana lo que regula la invasién y migracion de
las células MDA-MB-231 (Kelly et al., 2012). Por lo que, se cree que Rab11 estaria ayudando
a la invasion de células cancerosas en condiciones de hipoxia (Yoon et al., 2005). Por otro
lado, en un estudio donde se transfecto al gen que codifica Rab8 constitutivamente activa, se
observd que ésta regula el transporte de vesiculas secretorias que acarrean o transportan a
metaloproteasas como la MT1-MMP a la membrana plasmatica para la degradacion de la
matriz extracelular, lo que ayuda a los procesos de invasion (Bravo-Cordero et al., 2007).
También otras Rabs se han relacionado con la secrecion de metaloproteasas, como la Rab2a
que participa en la secrecion de MT1-MMP en cancer de mama y la Rab40 que participa en
la secrecion de MMP2 y MMP9Y y esto contribuye a la formacion de los invadopodios
promoviendo migracion, invasion y metastasis en cancer gastrico (Guadagno and Progida,
2019). Adicionalmente, en el cancer de mama y ovario, la sobreexpresion de las proteinas
Rab25 y Rab27 est4 asociada fuertemente a la disminucion en la sobrevivencia celular y a la
baja sobrevivencia de pacientes (Cheng et al., 2004; Zhang et al., 2012). Importantemente,
en 2010 Hendrix y colaboradores reportaron que la sobreexpresion de la Rab 27B regula la
secrecion de HSP90 y la relacionaron directamente con la invasion y metastasis del cancer
mamario, mientras que Rab 27A no participa en estos eventos. Sin embargo, en 2012 Bobrie
y colaboradores reportaron que Rab 27A regula la progresion tumoral a través de la secrecion
de exosomas en células de carcinoma mamario murino 4T1 (Bobrie et al., 2012; Hendrix et

al., 2010).
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Justificacion

El cancer de mama es el mas frecuente en el mundo. Este padecimiento tiene una alta taza de
mortalidad que cobra la vida de millones de personas al afio. En México es la primera causa
de muerte en mujeres. Por lo cual es importante entender que mecanismos y moléculas
subyacen a esta patologia, esto permitira establecer a futuro nuevas estrategias de diagnostico
y terapéuticas. Por otra parte, el CaSR y la GTPasa Rab27b han sido relacionadas a la
progresion tumoral; sin embargo, aun se desconoce si estas moléculas trabajan de manera
sinérgica para llevar a la progresion de los tumores. Con este trabajo pretendemos elucidar si
el CaSR tiene alguna relacion con la GTPasa Rab27b. Esto permitira en un futuro establecer
al CaSR y a la Rab27b como marcadores moleculares de relevancia diagndstica y como
blancos para el tratamiento de esta enfermedad.

Todo lo antes descrito nos llevo a plantear la siguiente hipdtesis.

Hipotesis
La secrecion de factores quimiotacticos mediada por activacion del receptor sensor de

calcio es regulada a través de la GTPasa Rab27B.

Objetivo general

Determinar si el CaSR regula la actividad de Rab27B vinculandola a los procesos de
secrecion y evaluar la participacion de Rab27B en la secrecion de factores quimiotécticos

dependientes de la activacion del CaSR
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Objetivos particulares
e Determinar si el CaSR regula la expresion de Rab27B.

e Determinar la participaciéon de Rab27B en la secrecion de factores quimiotacticos
dependientes de la activacion del CaSR.

e Determinar si el CaSR promueve la activacion de la GTPasa Rab27B

e Determinar cudl via de senalizacion participa en la activacion de Rab27B promovida
por el CaSR.

e Determinar la participacion del GEF(MADD) en la activacion de Rab27B

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

METODOLOGIA

Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231 y PAE. La primera son células epiteliales
de adenocarcinoma mamario humano altamente metastdsicas. Las segundas son células
endoteliales de aorta de porcino. Todas estas células fueron crecidas en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma, D-7777), mas 3.7 g/litro de Bicarbonato de
sodio (Sigma, S-5761), suplementado con 5% o 10% DE SFB (Suero Fetal Bovino, Gibco,
10437-028), mas antibiotico-antimicotico (Gibco, 15240-062). Se uso la linea celular Hela
procedente de Adenocarcinoma de cérvix, estas células fueron crecidas en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma, D-7777) suplementado con 10% DE SFB
(Suero Fetal Bovino, Gibco, 10437-028) mas antibidtico-antimicético (Gibco, 15240-062).
Se uso la linea celular PC3 procedente de Adenocarcinoma de prostata, estas fueron crecidas
en medio RPMI-1640 (Sigma R-6504), mas 3.7 g/litro de Bicarbonato de sodio (Sigma, S-
5761), suplementado con 10% DE SFB (Suero Fetal Bovino, Gibco, 10437-028) mas
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antibiotico-antimicotico (Gibco, 15240-062). Todas estas células se incubaron a 5% de CO>

y 37°C de temperatura en una incubadora NuAIRE.

Secrecion de factores quimiotacticos

a)

b)

Para determinar la participacion del receptor sensor de calcio en la secrecion de
factores quimiotacticos, células MDA-MB-231 se ayunaron durante 24 horas con
medio DMEM (Gibco, cat. 21068-028) suplementado con 0.25 mM de CaCl, (medio
bajo calcio de ayuno) y se estimularon durante 6 horas con CaCl, 1.5 mM, 1 uM de
R-568 (Tocris Bioscience, cat. 3815) un modulador alostérico positivo para el CaSR,
el cual aumenta la afinidad del receptor por el Ca?’, y en presencia del modulador
alostérico negativo NPS-2143 (Tocris Bioscience, cat. 3626) 5 uM. Los medios de
cultivo condicionados se recuperaron y se dializaron con una membrana para para
retirar todas las moléculas menores de 3.5kD (SnakeSkin® Dialysis Tubing 3.5 kDa,
68035) en buffer para didlisis (EDTA ImM, Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM) y se

utilizaron como estimulos para ensayos de migracion en camara de Boyden.

Para determinar la participacion de Rab27B en la secrecion de factores
quimiotacticos, células MDA-MB-231 se transfectaron con 5 pg de MISSION
shRNAs-Rab27B (shRNA-I: Clone ID: NM 004163.3-217s1cl y shRNA-II: Clone
ID:NM_004163.3- 235slcl,donados amablemente por Dra. Clotilde Théry del
Instituto Curie) usando Lipofectamina LTX (Invitrogen 15338030). También se
transfectaron Rab27A, Rab27B y Rab3D todas estas con la etiqueta fluorescente
EGFP (donados amablemente por Dr. Jean Marie Naeyaert del NIH), 24 horas
postransfeccion las células se ayunaron durante 24 horas con medio DMEM bajo
calcio y se estimularon durante 6 horas con CaCl; 1.5 mM en presencia de 1 uM R-
568; los medios condicionados se recuperaron y se dializaron se dializaron para retirar
todas las moléculas menores de 3.5kD (SnakeSkin® Dialysis Tubing 3.5 kDa, cat.
68035) y se utilizaron como estimulos para ensayos de migracion en camara de
Boyden.

Para los ensayos de migracion se utilizaron camaras de Boyden (Neuro Probe AA12)
de 12 pozos; cultivos confluentes de células endoteliales de aorta de porcino (PAE)

fueron ayunadas por 16 horas con medio DMEM bajo calcio. Pasadas las 16 horas,
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las células PAE fueron despegadas de la placa de cultivo con tripsina-EDTA 1X
(Sigma, T-3924) se resuspendieron en medio bajo calcio y se contaron en camara de
Neubauer (Bright-Line™ Hemacytometer Z359629) para que en el pozo superior de
la camara de Boyden se colocasen un promedio de 100,000 células. En el pozo
inferior de la camara se colocaron los medios condicionados previamente
recuperados, cargando 165 pul/pozo, y por encima del pozo inferior se colocd un filtro
de policarbonato de 8 um (Neuro probe, PFBS8) recubierto con gelatina de piel de
bovino (Sigma, G9391) al 2%; la camara se incubd a 37°C durante 6 horas, los filtros
se fijaron en metanol por 5 minutos y se tifieron con el colorante cristal violeta
(Sigma, C3886) por 15 minutos. Las células que no migraron fueron removidas del
filtro con un algodén humedecido con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.68 mM,
NaxHPO49.81 mM, KH2PO4 2 mM).

d) Por otra parte, las citocinas presentes en medios condicionados se cuantificaron por
medio de citometria de flujo usando el kit CBA (BD. Cat. 551811). Se usaron 10 pL
de perlas para cada condicion y se agregaron 200 uL. de muestra, se agregaron 10 pL
de ficoeritrina del kit y se incubo por 3 horas en oscuridad a temperatura ambiente;
posteriormente se agregaron 200 puL de buffer de lavado, se centrifugd a 13,200 rpm
(16,110 x g) durante 5 minutos en una centrifuga Eppendorf 5415R a 4°C. Por tltimo,
se descart6 el sobrenadante y se agregaron 150 uL de buffer de lavado del kit a las

perlas y se pasaron a tubos para citometria (BD, 352003).

Activacion de Rab27B

a) Para determinar la activacion de Rab27B, las células se sometieron a un ayuno con
medio MEM (Minimum Essential Medium, Gibco, 11380-037) suplementado con
0.25 mM de CaCl, (MEM bajo calcio) y libre de suero por 16 horas; posterior al
ayuno se les dio un estimulo de 15 minutos con CaCl2 1.5 mM y 1 uM de R-568. En
algunos experimentos se utilizaron moduladores alostéricos negativos del receptor
sensor de calcio, tal como NPS2143 7.5 uM y Calhex SmM (Tocris Bioscience, 3626,
4387). Por otra parte, células MDA-MB-231 se transfectaron con el sShRNA-Rab27B
(shRNA-I) y se inhibid la expresion del GEF-MADD especifico para Rab27B con un
esiRNA (MISSION® esiRNA, EHU064901 de Merck) usando Lipofectamina LTX

24



b)

y Lipofectamina RNAIMAX (13778-150 de Invitrogen), respectivamente, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Para analizar las vias de sefializacién que participan en la activacion de Rab27B,
células MDA-MB-231 se ayunaron 16 h con medio MEM bajo calcio y se estimularon
con CaClz 1.5 mM en presencia de 1 uM R-568, ya sea en presencia o ausencia de
inhibidores de las vias de sefalizacion. Las células fueron preincubadas con
Forskolina 10 uM (15 min), 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX) 100 uM (15 min),
Rapamicina 40 ng/mL (Merck, R0395) (1h) y Wortmanina (Wm) 300 nM
(Calbiochem, 681676) durante una hora. Por otra parte, se transfectd6 con
Lipofectamina LTX el inhibidor de la via de sefializacion de PKA, PKI 750 ng (cDNA
amablemente donado por el Dr. Silvio Gutkind, UC San Diego).

Ensayo de pull-down: éste se realizd para determinar la activacion de Rab27B. Para
esto, se utilizaron perlas de GST-JFC1, un efector de Rab27B que la reconoce en su
estado activo unido a GTP. Las perlas se incubaron durante 45 minutos en agitacion
constante con los lisados recuperados. Pasado el tiempo de incubacién se
centrifugaron a 4°C, 5 minutos a 13,200 rpm (16,110 % g). El sobrenadante se aspir6
con la ayuda de vacio con mucho cuidado para sélo quedarse con la pastilla de perlas
GST-JFC1 y la Rab27B activa, las perlas se lavaron 3 veces con buffer de lisis B
(Tris-HCI1 20 mM pH=7.5, NaCl 0.15 M, EDTA 1 mM, Tritén X-100 al 1%) con
inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, Aprotinina 10 pg/ml, Leupeptina 10 pg/ml)
y fosfatasas (NaF 1 mM, NaVO3 1 mM y B-glicerol fosfato 10 mM). Posteriormente
se agregaron 35 pL de buffer de muestra SDS laemmli 1X y se congelaron a -70°C

para revelar la fraccion activa de Rab27B por analisis de Western blot.

Western blot

La expresion de proteinas transfectadas, la activacion de vias de sefalizacion y los

abatimientos de la expresion de algunas proteinas se analizé por la técnica de Western blot,
usando los siguientes anticuerpos primarios: Anti-Myc (Sigma, M5546), anti-Rab27B
(Sigma, SAB1411178), anti-EGFP (MMS-118R; Covance Research Products), anti-pAKT
(cell signal, Serd73, 4060), anti-MADD (Sigma, PRS1150), Anti-S6 (S6, 2317), anti-pS6
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(Ser240/244, 2215), anti-pCREB (cell signal Ser133, 9191) y anti-CREB (cell signal, 9197)

de Cell Signaling Technology.

Para los anticuerpos secundarios se utilizaron los siguientes: Anti-rabbit IgG (H + L) y anti-

mouse [gG (gamma) marcados con peroxidasa, ambos de KPL.

a)

b)

g)

h)

En geles de poliacrilamida al 10%, se cargaron 20 pg de la muestra y se sometieron
a electroforesis a 120 V, usando buffer de corrida SDS-PAGE 1X (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, SDS 0.01%).

Una vez terminada la electroforesis, el gel se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa (Merck, HATF00010) durante 2 horas 30 minutos a 320 mA usando el
buffer de transferencia (Tris-Glicina 1X pH 8.3).

Después de los lavados con TBS-Tween al 0.05% (Tris 2.42 g/L, NaCl 17.53 g/L,
Tween 0.05%), la membrana se bloqueo6 con leche sin grasa (Svelty 0% grasa) al 5%
en TBS-Tween al 0.05% durante 1 hora en agitacion constante.

Al término del bloqueo, se realizaron tres lavados de 5 minutos con TBS-Tween al
0.05% (Tris 2.42 g/L., NaCl 17.53 g/L, Tween 0.05%).

Las membranas se cortaron al nivel de la proteina de interés y se incubaron con los
anticuerpos primarios correspondientes toda la noche a 4°C en agitacion constante.
Al siguiente dia, los anticuerpos se recuperaron y se hicieron tres lavados con TBS-
Tween al 0.05% durante 5 minutos.

Las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios en leche libre de grasa
(Svelty 0% grasa) durante una hora en agitacion constante a T.A.

Se llevo acabo un enjuague con agua bidestilada para eliminar el exceso de leche y
se realizaron 3 lavados con TBS-Tween al 0.05% de 5 minutos en agitacion constante

aT.A.

Revelado

a)

b)

Se us6 el sustrato Luminol y solucion peroxidasa de SuperSignal® WestPico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific 34080) a una dilucion 1:1 (vol/vol)
y se bafi6 la membrana durante un minuto con ayuda de una micropipeta de 1 mL.

Se elimind el exceso de mezcla de la membrana, se cubrid con pelicula plastica y se

colocd en un cassette para autoradiografia.
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c) Una vez en el cuarto obscuro, se tomo6 una placa para rayos X (Afga® Gevaert,
EVYJC) y se expuso por contacto a diferentes tiempos. Se revelaron con revelador y
fijador (CareStream, 1900943, 1901875)

d) Las placas se dejaron secar y posteriormente se marcaron los pesos moleculares en
estas de acuerdo con el marcador de peso (BioRad, 1610374). La cuantificacion

densitométrica se realiz6 empleando el software Image J.

Anadlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado por una prueba de comparacion
multiple, con un andlisis de varianza de una via (ANOVA) usando el software GraphPad

Prism, version 6.0 considerando los valores de p<0.05 como significativos.

RESULTADOS

La secrecion de factores quimiotacticos promovida por el CaSR es dependiente de
Rab27B
Se sabe que el CaSR promueve la secrecion de algunos factores quimiotécticos en células

de cancer de mama MDA-MB-231 y esta secrecion es dependiente de la activacion del
receptor. (Hernandez-Bedolla et al. 2015). Para demostrar la participacion del CaSR en la
secrecion de factores quimiotacticos, utilizamos células MDA-MB-231 que expresan de
forma enddgena al receptor sensor de calcio, las cuales fueron ayunadas y estimuladas por 6
horas con Ca?’" 2 mM y R-568 1 uM. Los medios condicionados se recuperaron y se
dializaron para evaluar su potencial quimiotactico en ensayos de migracion en camara de
Boyden utilizando células PAE. En la Figura 6A se observa un incremento en la migracion
de células PAE cuando se utilizaron como estimulo los medios condicionados de las células
MDA-MB-231 estimuladas con calcio y R-568. Para demostrar que el aumento en la
migracion es regulado por el CaSR, inhibimos a éste con el modulador alostérico negativo
NPS-2143. La grafica demuestra que los medios condicionados de células estimuladas con
calcio en la presencia de NPS-2143 no promueven la migracion de células PAE, concluyendo
que el CaSR es el responsable de mediar la secrecion de factores que promueven migracion

sobre las células PAE.
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Actualmente se desconoce el mecanismo de secrecion promovido por el CaSR en células
de cancer de mama MDA-MB-231. Sin embargo, se ha reportado que en la progresion del
cancer de mama participa la proteina Rab27B relacionada a la secrecion de factores
involucrados a este proceso. Por ello, nos preguntamos si Rab27B regula la secrecion de
factores quimiotacticos promovidos por el CaSR. Para determinar si Rab27B participa en la
secrecion, lo que hicimos fue inhibir su expresion, usando dos shRNAs especificos para
Rab27B. En la figura 6B se muestran las secuencias de los shRNAs. Para evaluar la
participacion de la proteina Rab27B sobre la secrecion de factores quimiotacticos se
realizaron ensayos de migracion de células PAE en camara de Boyden utilizando medios
condicionados de células MDA-MB-231 transfectadas con los plasmidos que codifican los
shRNAs especificos para la proteina Rab27B. En la Figura 6C y 6E se observa un
incremento en la migracion de células PAE cuando se utiliz6 como estimulo el medio
condicionado de las células MDA-MB-231 transfectadas con el vector vacio y estimuladas
con calcio y R-568. Cuando se utilizd medio condicionado de células MDA-MB-231
transfectadas con 5 ug de los shRNAs-Rab27B y estimuladas con 1.5 mM de Ca?" y R-568
1uM, ya no se observé un incremento sobre la migracion de células PAE. Lo cual nos lleva
a concluir que la Rab27B estaria regulando la secrecion de factores quimiotécticos
promovidos por el CaSR cuando éste es estimulado con calcio y R-568. Corroboramos la
disminucién de la expresion de Rab27B por efecto de los shRNAs con analisis de Western
blot utilizando anticuerpos anti-Rab27B. En las figuras 6D y 6F observamos la disminucion
de la expresion de Rab27B cuando se transfectaron los shRNAs especificos para el gen
Rab27B. Un efecto interesante que notamos en estos experimentos fue un aumento
considerable de la expresion de Rab27B cuando se estimula al receptor sensor de calcio y
este efecto se vio interrumpido cuando usamos los shRNAs para Rab27B, por otro lado, en
ningun caso logramos disminuir de manera significativa la expresion de Rab27B por debajo

de la expresion basal.
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Figura. 6. La secrecion de factores quimiotacticos promovida por el CaSR depende de Rab27B. A)
Se probo el efecto quimiotactico de medios condicionados dializados (MDA-CM) en ensayos de camara
de Boyden. Células MDA-MB-231 fueron ayunadas 24 h con medio bajo calcio y posteriormente
estimuladas durante 6 h con calcio y R-568. Posterior al estimulo se recuperaron los medios condicionados
y se analizo la migracion de células endoteliales de aorta de porcino (PAE), en presencia o ausencia de
NPS-2143 (un modulador alostérico negativo del CaSR, el cual se preincubd durante una hora antes del
estimulo). Se muestra un filtro representativo de seis experimentos independientes. ***, p = 0,0002;
&&&&, p <0.0001 (ANOVA unidireccional seguido de Fisher). B) Secuencia parcial de Rab27B. Se
indican las secuencias de los shRNAs I y II. Siendo el blanco de los shRNAs la region efectora de la
proteina que forma parte del dominio RAB. C y E) Efecto quimiotactico de los medios condicionados de
células transfectadas con los plasmidos que codifican el shRNA-I y shRNA-II y estimuladas con calcio
1.5 mM +1 pM R-568. Los medios condicionados se usaron como quimioatrayentes endoteliales en
ensayos de camara de Boyden. Las graficas representan los valores densitométricos de 4 y 3 experimentos
independientes, respectivamente. *, p = 0.04; **** p <0.0001; &&&&, p < 0.0001; **, p <0.002; &&,
p < 0.006. (ANOVA unidireccional seguido de Fisher) D y F) Disminucion de la expresion de Rab27B
utilizando shRNA I y shRNA-II. El efecto de los shRNAs sobre la expresion de Rab27B se analizo
mediante Western blot utilizando lisados de células MDA-MB-231 de las que se obtuvieron los medios
condicionados. Las graficas representan los valores densitométricos de 4 y 3 experimentos independientes
respectivamente de la expresion de Rab27B normalizados, usando actina como control de carga. **, p <
0.007; &&&& p < 0.0001; **** p <0.0001; &&&& p < 0.0001. (ANOVA unidireccional seguido de la
prueba de Fisher). Se muestran los Western blots representativos.

La secrecion de citocinas depende de la participacion de Rab27B

Por otra parte, se ha descrito que el CaSR en la linea celular de cancer de mama MDA -
MB-231 regula la secrecion de citocinas y factores de crecimiento de manera diferencial, ya
que la secrecion de algunos factores de crecimiento como el EGF dependen de la activacion
del CaSR (Hernandez-Bedolla et al., 2015). Debido a esto nos preguntamos si la secrecion
depende de la participacion de Rab27B cuando se estimula al CaSR. Para determinar cuales
citocinas son secretadas, utilizamos medios condicionados de células MDA-MB-231
transfectadas con el vector y células transfectadas con los shRNAs-Rab27B. En la Figura
7A mostramos la disminucion de la expresion cuando transfectamos 5 pug de los shRNAs Iy
IT de Rab27B. Por otra parte, para determinar cudles citocinas se ven afectadas cuando
inhibimos la expresion de Rab27B, utilizamos citometria de flujo mediante el kit CBA
(Figura 7B). Con esta técnica encontramos que la citocina IL-6 se secreta de manera
constitutiva, esto quiere decir que su secrecion se lleva a cabo en ausencia de ligando y
cuando el receptor es activado se observa una disminucion significativa lo cual representaria
una regulacion negativa por parte del receptor en la secrecion de esta citocina. Este mismo
efecto fue descrito por Hernandez-Bedolla en su trabajo de 2016 en el que describio que la

secrecion de IL-6 se regula de manera constitutiva ya que de igual manera en presencia de
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ligando la secrecion se disminuye significativamente, adicionalmente observo que la
expresion del CaSR es importante para la secrecion de IL-6. Por otro lado, nosotros
observamos que la secrecion de IL-6 es dependiente de la presencia de Rab27B, ya que al
inhibir la expresion de Rab27B su secrecion constitutiva es abatida por debajo de los niveles
basales. Por otro lado, en las figuras 7C y 7D notamos que IL-1 e IL-8 se secretan de
manera dependiente del estimulo y su secrecion depende de la presencia de Rab27B debido
que, al inhibir su expresion, la secrecion de estas dos citocinas es abatida por debajo de los

niveles basales.
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El receptor sensor de calcio promueve la activacion de Rab27B

Por otro lado, se sabe que las proteinas de la familia Rab necesitan ser activadas para que
lleven a cabo su funcion. Por otro lado, se ha descrito que algunos receptores acoplados a
proteinas G son capaces de activar a una proteina Rab, como es el caso del receptor para
angiotensina II. En ese estudio se demostro por primera vez que un GPCR regula la actividad
de una proteina de trafico vesicular, en este caso Rab5. No obstante, Rab5 es una proteina
involucrada en procesos de endocitosis, aun se desconoce si un GPCR es capaz de regular la
actividad de una proteina Rab relacionada a secrecion. Por lo tanto, nos preguntamos si la
actividad de Rab27B estaria siendo regulada por la sefializaciéon del CaSR. Para responder
esta pregunta hicimos ensayos de captura de GTPasa activa (pull-down JFC1-GST) con la
ayuda del efector JFC1 de la Rab27B, ya que éste so6lo interacciona con Rab27B cuando esta
activa, es decir unida a GTP. Para responder esto, lo primero que hicimos fue utilizar R-568
para sensibilizar la respuesta del CaSR; se sabe que este modulador alostérico positivo
modifica la respuesta del CaSR para activarse a 1.5 mM de CaCls, pero no puede ser activado
por debajo de 0.5 mM; lo primero que evaluamos fue si tenia algiin efecto a baja
concentracion de calcio 0.25 mM (condicion de control). Como se muestra en la Figura 8A,
a 15 minutos de tratamiento con 0.25 mM de CaCl, y el modulador alostérico positivo R568
no se incrementaron los niveles de Rab27B-GTP ni de la proteina S6 fosforilada. Por lo tanto,
decidimos usar la concentracion baja de calcio como control en experimentos posteriores.
Por otra parte, como esperdbamos, los niveles de Rab27B-GTP aumentaron
considerablemente cuando estimulamos con R568 y 1.5 mM de CaCl,. También se observo
que los niveles de S6 fosforilada incrementaron con el tratamiento de calcio 1.5 mM y R568,
lo cual indicaria que la sefializacion del CaSR fue activada por este tratamiento. Por lo tanto,
decidimos usar la fosforilacion de S6 como control de activacién del CaSR debido a que se
ha demostrado que el receptor sensor de calcio activa la via de sefializacion de PDK1 y rio
abajo las proteinas blanco de PDK1 son PI3K siguiendo con la fosforilacion de AKT y
mTORcl siguiendo con la fosforilacion de S6. Lo siguiente fue determinar el tiempo de
activacion de Rab27B, por lo que hicimos un curso temporal desde 5 hasta 30 minutos

estimulando con 1.5 mM de calcio mas R568; con este enfoque demostramos que la
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activacion maxima de Rab27B se da a los 15 minutos de estimulacion. Como control de
sefalizacion del CaSR observamos la fosforliacion de S6 (Figura 8B). Posteriormente,
determinamos la dosis de calcio necesaria para la activacion de Rab27B, para lo cual hicimos
una curva dosis de calcio desde 1 mM hasta 2 mM. Encontramos que tanto a 1.5 mM como
a 2 mM, Rab27B se activa de manera significativa en comparacion con la condicién no
estimulada. Como control de senalizacion del CaSR observamos la fosforilacion de S6
(Figuras 8C). A partir de este experimento decidimos utilizar la concentracion de 1.5 mM
para todos nuestros experimentos. Posteriormente, para demostrar que efectivamente el
CaSR es el responsable de la actividad de 1a Rab27B inhibimos la activacion del CaSR con
dos moduladores alostéricos negativos NPS-2143 y Calhex (Figuras 8D y 8E). Observamos
que tanto el NPS-2143 como Calhex impiden que Rab27B se active, lo cual nos lleva a
concluir que la actividad de Rab27B es dependiente de la sefializacion del receptor sensor de
calcio, esto lo podemos concluir ya que al inhibir el CaSR con estos moduladores negativos
no logramos observar un incremento en la fosforilacion de S6. Por otra parte, para corroborar
que la banda observada en el Wb fuese efectivamente Rab27B (Figura 8F), hicimos un
ensayo de captura de GTPasa activa en el cual inhibimos la expresion de Rab27B con el
shRNA-I de Rab27B y observamos que al disminuir la expresion de Rab27B en consecuencia
se disminuye considerablemente la banda que corresponde a Rab27B activa por debajo de la
condicidn basal (no estimulada), concluyendo que la proteina que bajamos por ensayos de
pull-down corresponde a Rab27B. Por ultimo, se ha descrito que las proteinas Rab se
encuentran inactivas unidas a GDP y aquellas unidas a GTP se encuentran activas. Estos
procesos de activacion e inactivacion se realizan con la cooperacion de proteinas conocidas
como factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs) y proteinas activadoras
de la actividad GTPasa (GAPs). A pesar del gran numero de Rabs, muy pocos GEFs y GAPs
han sido identificados. Sin embargo, ya se ha descrito que el GEF para Rab27B es la proteina
MADD/DENN/Rab3GEP que posee un dominio catalitico DENN y se expresa
diferencialmente en células normales y células neoplasicas, por lo cual nos preguntamos si
este GEF es el responsable de la activacion de Rab27B vy si es regulado via activacion del

CaSR. Para esto, evaluamos la participacion de MADD en la activacion de Rab27B mediada
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por el CaSR. Para esto utilizamos un esiRNA para MADD y evaluamos la activacion de

Rab27B mediante ensayos de captura de GTPasa activa. Como se muestra en la Figura 8G,

la activacion de Rab27B se ve abatida hasta niveles basales al inhibir la expresion de MADD,

con lo cual concluimos que MADD es el GEF responsable de la activacion de Rab27B a

travez de la sefializacion del CaSR en células de cancer de mama MDA-MB-231.
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Figura. 8. El CaSR promueve la activacion de Rab27B. La Rab27B activa se detectd mediante ensayos
de GST-JFC1 pull-down utilizando lisados de células MDA-MB-231 estimuladas con calcio extracelular
y R-568 como se indica en la parte inferior de cada figura. Los datos representan los valores
densitométricos promedio normalizados a los niveles de Rab27B total. A) En células MDA-MB-231 se
sensibilizo al CaSR con R-568 para activar Rab27B. ns: efecto no significativo estadisticamente; &, p =
0.03; **, p=0.003; **** p<0.0001; &&&&, p <0.0001 (ANOVA de una via seguido de Fisher; n =4).
B) curso temporal en el cual se estimuld con calcio extracelular 1.5 mM + R-568. ** p = 0.006; *** p =
0.001; (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3). C) Curva dosis de estimulacion del CaSR sobre la
activacion de Rab27B. *, p = 0.02; **, p = 0.003 (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3). Dy E)
inhibicion de la activacion del CaSR con NPS-2143 y Calhex. Las células MDA-MB-231 se preincubaron
con 7,5 uM de NPS-2143 o 5 uM de Calhex antes de estimular el CaSR durante 15 min. D) NPS-2143:
** p=0.004y &&, p=0.005 (ANOVA de una via seguido de Sidak; n = 3). E) Calhex: *, p<0.01; & p
<0.03 (ANOVA de una via seguido de Fisher; n=4). F) La inhibicion de la expresion de Rab27B confirma
el efecto estimulante de CaSR sobre Rab27B. ** p = 0.008; ##, p = 0.005; &&&&, p <0.0001 (ANOVA
de una via seguido de Bonferroni; n = 3). G) El CaSR activa Rab27B a través de una via dependiente de
MADD. Se detectd Rab27B-GTP a partir de células MDA-MB-231 en donde fue inhibida la expresion de
MADD. *, p=0.02; &, p=0.02 (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3).

La activacion de Rab27B involucra las vias de sefalizacion de PKA y PI3K-AKT

Por otra parte, el CaSR tiene la capacidad de interaccionar con varias proteinas G, como
Gg11, Gin, Gi213 y en cancer de mama se ha descrito que también se une a la proteina Gs
(Referencias); sin embargo, no sabiamos cual via de sefalizaciéon mediada por el CaSR

estaria participando en la activaciéon de Rab27B, por lo cual evaluamos varias vias de
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sefializacion. Inicialmente evaluamos la participacion de la via de sefializacion mediada por
Gs en la activacion de Rab27B (Figura 9A). Para esto utilizamos Forskolina, que es un
activador de la adenilato ciclasa, e IBMX, el cual es un inhibidor de fosfodiesterasas e impide
la degradacion de AMPc, lo que lleva a un incremento en los niveles de AMPc. Encontramos
que cuando las células se incuban con Forskolina en la condicion control 0.25 mM de CaCly,
la activacion de Rab27B alcanza los niveles observados cuando se estimula al CaSR. Por otro
lado, la Forskolina no induce un aumento mayor en la activaciéon de Rab27B cuando las
células ademas se estimulan con calcio 1.5 mM + R568, lo cual nos estaria indicando que la
Forskolina esta llevando al maximo de activacion de Rab27B, ya que el calcio no incrementa
aun mas la activacion de Rab27B. Por otro lado, para confirmar la participacion de un efector
del AMPc en la activacion de Rab27B, analizamos la participacion de PKA, usando un
inhibidor competitivo de PKA, es este caso utilizamos PKI. Como se muestra en la Figura
9B, al expresar el PKI-Myc-mCherry en células MDA-MB-231, este inhibidor abolio la
activacion de Rab27B dependiente de la estimulacion del CaSR. Por lo que, con estos dos
enfoques, concluimos que la via de sefhalizacion de PKA es relevante en la activacion de la
GTPasa Rab27B mediante la activacion del receptor sensor de calcio. Adicionalmente,
evaluamos la participacion de la via activada por GBy, como se muestra en las Figuras 9C y
9D al utilizar Wortmanina, un inhibidor de la via PI3K, la cual es un efector de Gfy, se abate
de manera significativa la activacion de Rab27B en comparacion al control. Ademas, también
utilizamos Rapamicina, un inhibidor de mTOR, una cinasa que actua rio abajo de PI3K y
observamos que al inhibir mTOR se disminuye la activacion de Rab27B con respecto al
control con lo cual podriamos concluir que la participacion de la via de sefializacion regulada

por Gy es muy importante para la activacion de Rab27B.

37



_
S
~
Am = . B 2% &&&&
N e f *% ' - % 400+ sk
2 92009 T ax ! Zz f !
g — P
. S S E 300
= E 150 T z4a
£8 i<
€3 - B 3 2004
S 2100 s 8
- =R
£= S
£8 g < 1004
LB <
S 3 oo
< < 0 ~ kDa
< KkDa Rab27B-GTP [ % S W |5
Rab27B-GTP |[#es S S S | )
i £ P
Rab27B * ? i
Rab27B | «id GEID GND = - 2
37
25 Mye e
|43
50
PCREB [ we e D & PCREB
[ . e | .o
s 45
cres | D D @B & B
cres | D @D - @9
CaCL[mM] 025 15 025 15

RS68 o - = y Rc:gz[[lmx: 025 15 025 15
Forskolina [10pM] * - + ;
IBMX [100pM] Myc-mCherry-PKI
a
C = D =g w; &&
- RS && a 5 Kk k
= R 250+ e M 2 —
a0 < @
= L] x T
S 3 S = 300
& 2 2004 =]
o > = B
= w)
< E &q
£ < 150 TS 2001
g ]
£ 100 £ £
] g S 1004
£3 R
: & 2 2
£3 504 S 3
F=I) <
z = N 0
X0 e
~ KkD: kDa
Rab27B-GTP | W e e e " Rab27B-GTP "~ T
Rab27B | #ees s a— - 5 Rab27B | s e S g 25
PAKT -7 7
o= PS6 | e —
R rpe—
50| o - - —
CaCL,[mM] 025 15 025 15
R-568 [IpM] = + - + CaCL, [mM] 0.25 1.5 025 1.5
Wm [300nM] R-568 [IpM] = + - +
Rapa [40ng/ml]

Fig. 9. E1 CaSR activa Rab27B a través de las vias de sefializacion PKA, PI3K y mTORCI. Rab27B-GTP
se aislo mediante ensayos de pull-down utilizando lisados de células MDA-MB-231 sometidas a
tratamientos farmacologicos para abordar el papel potencial de PKA, PI3K y mTOR en la cascada de
sefializacion desencadenada por el CaSR. A) Forskolin + IBMX promueven la activacion de Rab27B. Las
células se pretrataron con Forskolina 10 pM mas IBMX 100 uM durante 15 min y durante la estimulacion
con calcio extracelular y R-568. **, p = 0.002; ##, p = 0.007; *, p = 0.02 (ANOVA de una via seguido de
Fisher, n=5). B) CaSR activa Rab27B a través de una via dependiente de PKA. Se aislo Rab27B-GTP de
células control MDA-MB-231 y de aquéllas que expresan Myc-mCherry-PKI (un inhibidor de PKA). ***,
p =0.0001; &&&& p <0.0001. (ANOVA de una via siguié a Tukey; n = 3), como control de activacion
de la PKA se muestran blots representativos de la fosforilacion de CREB (pCREB, A-B) y sus respectivos
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controles de expresion. C y D) CaSR implica la sefializacion de PI3K y mTORCI para activar Rab27B.
Las células se pretrataron con Wortmanina 300 nM (Wm, C) o Rapamicina 40 ng / ml (Rapa, D) durante
1 hora y durante la estimulacion con calcio extracelular + R-568, (C) Wortmanina: **, p = 0.002; &&, p
= 0.005 (ANOVA de una via seguido de Bonferroni; n = 4). (D) Rapamicina: *** p = 0.0002; &&, p =
0.001 (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3). se muestran blots representativos de la fosforilacion
de AKT (pAKT, fosforilacion en Ser-473, C) y S6 (pS6, fosforilaciéon en Ser-240/244, D) con sus
correspondientes controles de expresion, estos son controles de la sefializacion de CaSR y el efecto
inhibidor de Wm y Rapamicina.

La expresion de Rab27B es regulada por el Receptor Sensor de Calcio

Por otra parte, se ha reportado que la expresion de la proteina Rab27B es relevante para
la progresion del cancer de mama debido a que su sobreexpresion lleva a un prondstico poco
favorable para los pacientes con cancer de mama (Zhang et al., 2012). Adicionalmente, un
estudio en células de cancer de colon menciona que el estimulo del CaSR aumenta la
expresion del RNA mensajero de Rab27B (Aggarwal et al., 2017). Por lo cual nos
preguntamos si en células de cancer de mama MDA-MB-231 el estimulo del CaSR lleva a
aumentar la expresion de la proteina Rab27B. Por lo tanto, lo primero que evaluamos fue la
participacion del CaSR sobre la expresion de Rab27B. Para esto lo que hicimos fue inhibir
la expresion del receptor durante 48 y 72 horas con un shRNA especifico para el CaSR y
evaluamos la expresion de Rab27B (Figura 10A). Encontramos que al inhibir la expresion
del CaSR también se disminuye la expresion de Rab27B, tanto a 48 como a 72 horas. Ya que
habiamos observado que la presencia del CaSR es relevante para la expresion de Rab27B, lo
siguiente que nos preguntamos fue si la activacion del CaSR llevaria a un aumento en la
expresion de Rab27B. Para esto hicimos un curso temporal estimulando al CaSR con calcio
y el modulador R568. Como se puede observar en la Figura 10B la expresion de Rab27B
comienza a aumentar desde los 30 min, teniendo un pico maximo de expresion a las 6 horas
de estimulacién y se mantiene constante el aumento de expresion a las 24 y 48 horas
comparadas con el tiempo 0. Para comprobar que efectivamente este aumento en la expresion
de Rab27B se debia al estimulo del CaSR, lo que hicimos fue inhibir la activacion de receptor
con el modulador negativo NPS-2143. En la Figura 10C se observa que al inhibir la
activacion del CaSR la expresion de Rab27B se ve afectada, con lo cual concluimos que la
expresion de Rab27B esté siendo regulada por la presencia y activacion del CaSR. Por otra

parte, nos preguntamos si en otras lineas celulares de cancer es relevante la participacion del
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CaSR en la expresion de Rab27B (Figura 10E), para esto usamos las lineas celulares HeLa
(cancer de cérvix) y PC3 (cancer de prostata) y encontramos que el estimulo del CaSR lleva
a un aumento en la expresion de Rab27B (datos obtenidos en colaboracion con Irving Garcia-
Jimenez). Los experimentos anteriores confirmaron el efecto del CaSR sobre la expresion de
Rab27B a nivel de proteina, por lo cual nos preguntamos si los mecanismos de transcripcion
y traduccion podrian explicar el aumento de la expresion de Rab27B. para responder esta
pregunta incubamos células MDA-MB-231 con Actinomicina D, un potente inhibidor de la
transcripcion, o con Cicloheximida, un inhibidor de la traduccion; estos tratamientos
previnieron el efecto del calcio extracelular 1.5 mM mas R-568 sobre la expresion de Rab27B
(Figura 10F), apoyando la idea de que la sefalizacion del CaSR activa una via
transcripcional para aumentar la expresion de Rab27B. Ademads, nos preguntamos si la
expresion del GEF-MADD es también afectada por estimulacion del CaSR. En la figura 10D
se muestra que la expresion de MADD se incrementa a los 30 minutos de estimulo y
permanece aumentada hasta las 48 horas. Estos datos concuerdan con la expresion aumentada
de Rab27B a las 48 horas (datos obtenidos en colaboracién con Jorge Eduardo Del Rio-
Robles). Por ultimo, para abordar directamente el efecto de la sobreexpresion de la Rab27B
sobre las propiedades secretorias de las células de cancer de mama MDA-MB-231, se
transfectaron estas células con las Rabs secretorias: Rab27A, Rab27B y Rab3D etiquetadas
con EGFP (Figura 10G). Al evaluar el potencial quimiotactico en ensayos de migracion de
células PAE en camara de Boyden de los medios condicionados dializados recolectados de
células MDA-MB-231 transfectadas con las distintas Rabs, encontramos que la simple
sobreexpresion en células MDA-MB-231 de las diferentes Rabs secretorias llevan a un
aumento de la secrecion de factores quimiotacticos, evidenciado por el efecto quimiotactico
de los medios condicionados sobre las células endoteliales; este efecto fue comparable al
efecto producido por la activacion del CaSR en el control. Por otra parte, no se observo
ningun efecto adicional de la estimulacion del CaSR en células que sobreexpresaron alguna
Rab secretora. Lo siguiente fue determinar el efecto celular que ejerce esta sobreexpresion
de Rabs sobre los factores que se secretaron en los medios condicionados. Para esto se
analizaron por analisis FACS los factores secretados en los medios condicionados obtenidos
a partir de células MDA-MB-231 transfectadas con el vector control o con EGFP-Rab27B

(Figura 10H). Como se muestra, encontramos que la sobreexpresion de esta GTPasa
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aumentod significativamente los niveles de IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, IP-10 y RANTES en

comparacion con los medios condicionados obtenidos de células MDA-MB-231

transfectadas con el vector control (datos obtenidos en colaboracién con Jennifer Paulina

Hernédndez-Maldonado).
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Figura 10. El receptor sensor de calcio estimula la expresion de Rab27B en células cancerosas. A) La
inhibicion de la expresion del CaSR disminuye la expresion de Rab27B. Células MDA-MB-231 se
transfectaron transitoriamente con un shRNA-CaSR o vector de control (pENTR). Se muestra un Western
blot representativo (n = 2). B) El CaSR promueve la expresion de Rab27B de una manera dependiente del
tiempo. La expresion de Rab27B se analizé utilizando lisados de células MDA-MB-231 estimuladas con
calcio + R-568 durante los tiempos indicados. *, p=0.03; ** p=0.003; # p=0.01; &, p=0.04 (ANOVA
de una vial seguido de Tukey; n = 3). C) La expresion de Rab27B depende de la activacion del CaSR. La
expresion de Rab27B se analizé utilizando lisados celulares de células MDA-MB-231 ayunadas y
preincubadas o no con NPS-2143 durante 1 h antes de ser estimuladas con calcio 1,5 mM +1 uM R-568.
La grafica representa los valores densitométricos de tres experimentos independientes. **, p = 0.009; &,
p = 0.02, (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3). D) El CaSR promueve la expresion del GEF-
MADD. La expresion de MADD se analizé usando lisados de células MDA-MB-231 estimuladas con
calcio 1,5 mM +1 pM R-568. La grafica representa los valores densitométricos de tres experimentos
independientes. **, p=0,03; &, p=0,01, n=3). E) El CaSR promueve la expresion de Rab27B en células
HeLa y PC3. La expresion de Rab27B se analiz6 usando lisados celulares de células HeLa o PC3
estimuladas con CaCl, 1.5 mM + R-568 o dejadas con CaCl, 0,25 mM (condiciones control). La grafica
representa los valores densitométricos normalizados. ***, p = 0,0007; *, p = 0,02 (ANOVA de una via
seguido de Fisher; n=3 para HeLa y n=4 para células PC3). La expresion relativa de Rab27B se normalizd
a actina. F) La sefializacion de CaSR activa una via transcripcional para aumentar la expresion de Rab27B.
La expresion de Rab27B se analiz6 utilizando lisados celulares de células MDA-MB-231 ayunadas y
preincubadas con 1pg/ml de actinomicina D'y 70uM de ciclohexamida durante 1 h antes de ser estimuladas
durante 48 horas con calcio 1.5 mM + 1 uM R-568 en la presencia de actinomicina D y ciclohexamida.
La grafica representa los valores densitométricos de dos experimentos independientes. *, p=0.0173; &&,
p=0.0033; &&, p=0.0037, (ANOVA de una via seguido de Fisher; n=2. G) La sobreexpresion de Rabs
secretoras aumenta el potencial quimiotactico de medios condicionados obtenidos de células MDA-MB-
231 transfectadas con ADNc codificante para EGFP (como control), Rab27A, Rab27B o Rab3D marcados
con EGFP. Los medios condicionados dializados de las células MDA-MB-231 transfectadas se usaron
como quimioatrayentes en ensayos de cdmara de Boyden. Las proteinas transfectadas se detectaron
mediante inmunotransferencia usando anticuerpos contra EGFP. La grafica representa los valores
densitométricos normalizados. *, p = 0,03, (ANOVA de una via seguido de Fisher; n = 3). H) Perfil de
citocinas y quimiocinas secretadas por células de cancer de mama MDA-MB-231 que expresan EGFP-
Rab27B. Se utilizaron matrices citométricas de citocinas y quimiocinas para evaluar la presencia de los
factores en el medio condicionado obtenido de células MDA-MB-231 transfectadas transitoriamente con
EGFP (como control) o EGFP-Rab27B. La grafica representa los valores medios normalizados con
respecto a las condiciones de control. **** p <0.0001; *** p=0.0008; ** p=0.0014, (ANOVA de una
via seguido de Bonferroni; n = 3).
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DISCUSION

El cancer cobra millones de muertes en el mundo cada afo. Es un padecimiento complejo,
heterogéneo, dindmico y con multiples componentes moleculares en progreso. La mayoria
de los tipos de cancer tienen caracteristicas tales como sefializacion proliferativa, evasion a
los supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa,
induccion de angiogénesis y activacion de la invasion y la metastasis de células tumorales
(Hanahan and Weinberg, 2011; Moses et al., 2018). El microambiente tumoral es de vital
importancia para la sobrevivencia de las células tumorales, el cual es generado por diferentes
estructuras y tipos celulares como los vasos sanguineos, fibroblastos, células que contribuyen
a la inmunidad, células inflamatorias derivadas de la médula osea, linfocitos, vias de
sefializacion y la matriz extracelular; de esta manera el tumor puede interactuar con el
microambiente liberando sefiales extracelulares que pueden promover la angiogénesis
tumoral e inducir tolerancia a la inmunidad periférica que en conjunto, promueve la
sobrevivencia de células malignas (Farnsworth et al., 2014; Wang et al., 2018). Este mismo
microambiente puede originar otros efectos en las células tumorales como la induccion de la
secrecion de péptidos involucrados en la progresion tumoral (Karar and Maity, 2011). Debido
a que los eventos secretorios estdn mediados por proteinas de la familia de las GTPasas Rab,
nos interesamos en la relevancia de Rab27B en la secrecion de factores quimiotacticos
regulados por el CaSR (Receptor Sensor de Calcio). Se ha descrito que esta proteina participa
en la progresion tumoral mediante la secrecion de proteinas relacionadas con el crecimiento,
invasion y metastasis tumoral (Hendrix et al., 2010). Por otra parte, la inhibicion de la
expresion de Rab27B por un esiRNA suprime la invasion celular in vitro de células de cancer
de vejiga y la proliferacion celular de células de cancer de mama MCF-7 (Hendrix et al.,
2010; Ostenfeld et al., 2014). Rab27B promueve funciones oncogénicas predominantemente
aumentando la secrecion de distintos factores y modulando asi el microambiente tumoral.
Nosotros evaluamos la secrecion de factores quimiotacticos mediados por el CaSR y
estudiamos como Rab27B participa en esta secrecion. Encontramos que al estimular el CaSR

en células MDA-MB-231 y obtener medios condicionados que a su vez fueron utilizados
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como agente quimioatrayente en ensayos de cdmara de Boyden, logramos apreciar un
aumento en la migracion de células endoteliales (PAE), lo que nos indicaria que existe un
aumento de factores secretados al medio extracelular cuando se estimula al CaSR. Este efecto
migratorio se vio abatido cuando se inhibio la expresion de Rab27B con dos shRNAs
distintos, indicandonos que la secrecion de factores quimiotacticos mediada por el receptor
sensor de calcio es orquestada por la GTPasa Rab27B. Con esta inhibicién demostramos que
la participacion de Rab27B es esencial para la secrecion de factores quimiotacticos relevantes
en la migracion de células endoteliales. Por otra parte, identificamos qué factores secretados
al medio extracelular se ven afectados cuando se inhibe la expresion de la Rab27B; asi
logramos identificar citocinas proinflamatorias como interleucina 6 (IL-6), interleucina 8
(IL-8) e interleucina 1 beta (IL-18). Estas citocinas son relevantes para distintos tipos de
cancer. En la literatura se ha reportado que los niveles elevados de estas citocinas estan
asociados a la progresion tumoral (Lederle et al., 2011; Liu et al., 2016; Tulotta and Ottewell,
2018). Por otra parte, nuestro grupo describié que la secrecion de IL-6 se lleva acabo de
manera constitutiva y es regulada negativamente por activacion del CaSR (Hernandez-
Bedolla et al., 2015). Esta regulacion negativa de la secrecion de IL-6 podria deberse a que
el CaSR al ser activado induce una via de inhibicion transcripcional sobre IL-6 (Hernandez-
Bedolla et al., 2016), con lo cual a pesar de que el CaSR aumenta la expresion de Rab27B
esta ya no podria llevara a secretar a IL-6 debido a la poca disponibilidad de esta citocina
dentro de la célula. Por otro lado, se ha demostrado que IL-6 promueve la progresion de un
tumor benigno a un metastdsico en un modelo de cancer de piel, esto mediante la
estimulacion de la proliferacion y migracion de células HaCaT-ras A-5. Por otra parte, IL-6
induce una red de citocinas proinflamatorias, entre las cuales se encuentra IL-8 asi como
algunos factores angiogénicos, lo que conduce a la malignidad y crecimiento tumoral en
modelos in vivo. De esta manera IL-6 y su red de citocinas actuan de manera autocrina sobre
las células tumorales y son capaces de estimular el propio tumor sosteniendo el estroma
inflamatorio y angiogénico (Lederle et al., 2011). Por otra parte, también se ha descrito que
al inhibir IL-6 en medios condicionados de células troncales mesénquimales con un
anticuerpo neutralizante, la migracion de células de cancer de mama MCF-7 se ve abatida
drasticamente en comparaciéon con los medios condicionados donde no se inhibié a IL-6

(Gallo et al., 2012). Por otro lado, IL-8 tiene un papel en la progresion de tumores,
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participando de manera autocrina o paracrina. IL-8 tiene multiples efectos sobre las células
tumorales, incluida la proliferacion, la invasion y la migracion, todos estos procesos son
esenciales para el crecimiento del tumor y la metastasis. Ademds de estos efectos, se sabe
que la IL-8 derivada de células de cancer de mama coopera con factores de crecimiento como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) para establecer y expandir la
neovasculatura del tumor y también activa metaloproteinasas (MMP) que estan relacionadas
con la metastasis. Por otra parte, es importante notar que IL-8 es casi indetectable en estados
fisioldgicos; sin embargo, su induccion es orquestada por citocinas proinflamatorias como la
interleucina-1 (IL-1B), la cual puede aumentar la metastasis del cdncer de mama (Liu et al.,
2016). Por su parte, IL-1B es abundante en los tejidos tumorales y promueve crecimiento
tumoral, invasién y carcinogénesis. La sobreexpresion de IL-1B en células de estdémago
induce inflamacion géstrica y cancer, resultados que identifican a la IL-1B como un
componente esencial para mediar la progresion tumoral asociada a inflamacion. En algunos
estudios se ha identificado a IL-1p como un potencial biomarcador para predecir cuales
pacientes con cancer de mama tienen un mayor riesgo de desarrollar metéstasis debido a que
promueve la produccion de metaloproteinasas como MMP-9 y la invasion celular en células
de cancer de mama MCF-7 (Mon et al., 2017; Tulotta and Ottewell, 2018). Tomando juntos
estos datos podemos concluir que la participacion de estas citocinas proinflamatorias en los
eventos migratorios observados en nuestro modelo experimental es de vital importancia y
que estas a su vez podrian estar induciendo la migracion de manera sinérgica y no estar
actuando como entes unicos en el medio extracelular debido a que su induccién en algunos
modelos experimentales es codependiente de la expresion de una u otra. Sin embargo, falta

realizar las pruebas experimentales necesarias para comprobar esta hipotesis.

Por otra parte, la activacion de las GTPasas es de suma importancia para que lleven a cabo
su funcion bioldgica de manera correcta. Por ello, en este trabajo nos interesamos en estudiar
codmo se podria estar activando Rab27B vy si el receptor sensor de calcio estaria participando
en este evento, ya que a la fecha, s6lo se ha demostrado que el receptor para la angiotensina
IT promueve la uniéon de GTP a Rab5a, una GTPas de la via endocitica (Seachrist et al., 2002).
Este estudio mostré por primera vez que un GPCR puede controlar la actividad de una

proteina Rab por una interaccion directa entre el receptor y la GTPasa. Sin embargo, atin no
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se sabe si algin GPCR tiene la capacidad de activar a una Rab GTPasa involucrada en
secrecion. En nuestros resultados encontramos que el receptor sensor de calcio estaria
llevando a la activacion de Rab27B en un tiempo de 15 minutos y, mediante la inhibicion del
CaSR con dos moduladores negativos, comprobamos que participa en la activacion de
Rab27B, ya que no logramos capturar Rab27B en estado GTP (Rab27B-GTP o Rab27B
activa). Consideramos que nuestros resultados son de gran relevancia ya que observamos por
primera vez que una GTPasa secretoria estd siendo activada por un receptor de membrana,
en este caso por el CaSR, un GPCR involucrado en la secrecién de citocinas y péptidos
relacionados a la progresion tumoral (Herndndez-Bedolla et al., 2015; Kozlow and Guise,

2005; Mamillapalli et al., 2008).

Es de relevancia sefialar que la sefializacion desencadenada por la activacion del receptor
sensor de calcio es importante para los procesos secretorios. Asi, hemos demostrado que los
medios condicionados de células MDA-MB-231 pierden su capacidad quimiotrayente hacia
células endoteliales al inhibir vias de sefializacion como PI3K/AKT y mTORCI1 (Hernandez-
Bedolla et al., 2015). Estos datos refuerzan nuestros datos experimentales, ya que la
activacion de Rab27B dependiente del CaSR ya no se lleva a cabo al inhibir las vias de PI3K
y mTORCI1 con Wormanina y Rapamicina. A este respecto se ha descrito que AKT puede
fosforilar al GEF-MADD para Rab27B (Li et al., 2010), lo cual apoyaria nuestras pruebas
experimentales de inhibicion de AKT con wormanina, ya que al ihibir esta via de sefializacion
el GEF podria no estar activandose y por consiguiente la GTPasa-Rab27B ya no podria ser
activada. Por otra parte, el CaSR regula la secrecion de IL-6 a través de la via de sefializacion
de PKA por la activacion de la proteina Gs (Hernadndez-Bedolla et al., 2015, 2016).
Coincidentemente con los hallazgos antes mencionados, encontramos que al inducir la via de
PKA con Forskolina, la activacion de Rab27B se aumenta a niveles comparables inducidos
por el estimulo de calcio. Por otro lado, al inhibir esta via con el competidor PKI especifico
para secuestrar la unidad catalitica de PKA, la activacion de Rab27B es abatida
considerablemente en comparacion a la activacion inducida por el estimulo de calcio. Con
respecto a esto, al analizar en la plataforma scansite 4.0 las posibles cinasas que podrian
fosforilar al GEF-MADD para posiblemente llevarlo a su activacion, encontramos a la cinasa

PKA que podria fosforilar a MADD en dos posibles sitos, este dato apoyaria nuestro hallazgo
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de inhibicion de PKA lo cual conlleva a una inhibicion de la activacion de Rab27B
dependiente del CaSR, posiblemente la inhibicion de PKA impediria que el GEF-MADD
fuera fosforilado por esta cinasa y asi evitar que sea activado y ya no podria llevar a la
activacion de la GTPasa-Rab27B . Todos estos datos nos llevarian a pensar que la
participacion de estas vias de sefializacion es relevante para la secrecion de factores
quimiotacticos debido a que la activacion de Rab27B no se lleva a cabo cuando esta via es

inhibida.

Un evento interesante que observamos en nuestros experimentos de secrecion fue un
aumento en la expresion de Rab27B cuando se estimul6 al CaSR con calcio. Por lo tanto, nos
preguntamos si este efecto era dependiente de la participacion del receptor sensor de calcio.
Para esto hicimos una serie de experimentos en cé¢lulas MDA-MB-231 y observamos que la
expresion de Rab27B se incrementa considerablemente al estimular el CaSR y con respecto
al tiempo, manteniendo una expresion alta hasta las 48 horas de estudio. Por otra parte, para
comprobar la participacion del CaSR en el aumento de la expresion de Rab27B, lo que
hicimos fue inhibir al receptor con el modulador negativo (NPS2143) y observamos que al
inhibir la sefalizacion de este receptor, la expresion de Rab27B disminuye
considerablemente hasta niveles basales. Estos experimentos nos permitieron descubrir la
participacion del CaSR en la expresion de Rab27B a nivel de proteina; sin embargo, no estaba
clara la participacion del CaSR a nivel transcripcional. Por ello, inhibimos tanto la
transcripcion como la traduccion y encontramos que el efecto del estimulo de calcio sobre la
expresion de Rab27B ya no se observa, lo que nos llevaria a pensar que la sefializacion del
CaSR enciende una via de sefalizacion transcripcional vital para la expresion de Rab27B.
Este hecho sugiere que posiblemente el receptor activa algliin factor de transcripcion que
pudieran estar induciendo la expresion del gen de Rab27B. Al respecto, se ha descrito que la
expresion de Rab27A es regulada por el factor de transcripcion IRF-1 en hepatocitos (Yang
et al., 2018). Por otro lado, Egusquiza-Alvarez C. en su tesis de maestria realizo un analisis
bioinformatico donde encontré que existen 14 posibles factores de transcripcion que
tentativamente podrian unirse a la region promotora del gen que codifica Rab27B; dentro de
estos factores se encontr6 a IRF-2 (Factor regulatorio de Interferones -2). Interesantemente,

se ha descrito que el IRF-2 estd asociado con la tumorigénesis mediante la activacion de
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transcripcion de genes que participan en la oncogénesis (Mei et al., 2017); ademas, se ha
visto que puede ser activado por fosforilaciones en residuos de serina a través de la cinasa
PKA (Schwartz et al., 2011). Estos datos en conjunto nos llevarian a pensar que la via de
sefializacion de PKA desencadenada por el CaSR, ademas de estar participando en la
activacion de Rab27B, también estaria participando en el aumento de la expresion de
Rab27B. Por otro lado, esta alteracion en la expresion es relevante en cancer ya que se ha
reportado que la sobreexpresion de Rab27B es un indicador de mal prondstico para pacientes
con cancer de mama, asi como al aumento de la metastasis a nddulos linfaticos, sugiriendo
que Rab27B promueve el cancer metastasico (Hendrix et al., 2010; Ostenfeld et al., 2014;
Zhang et al., 2012). Sin embargo, ain se desconoce el mecanismo exacto por el cual se regula
la sobreexpresion de Rab27B; en este sentido, se ha descrito que los niveles de expresion de
varias Rabs son controlados por microARNs (Krishnan et al., 2020). La desregulacion de
miR-9 en cancer géstrico lleva al aumento de la expresion de Rab34 (Krishnan et al., 2020).
Por otra parte, la expresion de Rab27A es regulada por miR-124a en células secretoras de
insulina (Li et al., 2017). Esta regulaciéon por microARNSs es relevante debido a que se ha
descrito que estos pueden ser secretados vias exosomas al medio extracelular, por ejemplo,
se ha descrito que Rab27B y Rab27A promueven la actividad oncogénica aumentando la
secrecion de exosomas (Bobrie et al., 2012). Este aumento en la secrecion de exosomas
regula el microambiente tumoral y disminuye la cantidad de microARNs intracelulares, y
esta disminucion juega un papel importante en la progresion tumoral ya que se ha descrito
que algunos microARNs como miR23b y miR921 promueven el crecimiento de células
cancerosas y metastasicas (Krishnan et al., 2020). Por otra parte, otro estudio realizado en
células de melanoma reporta que el aumento en la expresion de ARNm para Rab27A se debe
a una amplificacion por numero de copias (Bobrie et al., 2012; Li et al., 2018; Ostenfeld et
al., 2014). Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual se lleva a la sobreexpresion de las
Rabs atin es desconocido. Tomando en cuenta los datos mencionados, podriamos hipotetizar
que la sobreexpresion de Rab27B mediada por el receptor sensor de calcio podria deberse a
un conjunto de mecanismo integrados para un mismo fin, el cual es llevar a una célula
tumoral a la sobrevivencia y a la proliferacion descontrolada para invadir nuevos tejidos, esto
mediante el aumento de su expresion posteriormente a su activacion para poder llevar acabo

su funcion secretora, en este caso llevando a secretar citocinas como IL-6, IL-8 e IL-1B
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involucradas en la progresion tumoral, todos estos eventos orquestados por la activacion y la

sefalizacion del receptor sensor de calcio (CaSR).

Es importante sefialar que en algunas de nuestras pruebas experimentales usamos tiempos
de estimulo de calcio prolongados. Por lo tanto, es vital mencionar que el CaSR es un receptor
que puede sefalizar de manera continua en la presencia cronica de su agonista, a pesar de la
presencia constante del agonista, el CaSR se somete a una desensibilizacion funcional muy
débil por lo que contintia respondiendo, mientras haya un suministro constante y elevado de
calcio (Breitwieser, 2013). Esta resistencia a la desensibilizacion es importante para
mantener los niveles de receptor en la membrana plasmatica (Ray, 2015). Respecto a esto, se
ha descrito que la sefalizacion del CaSR promueve el trafico del receptor recién sintetizado
a la membrana plasmatica, este fendmeno se ha denominado como sefializacion insercional
dirigida por agonista (ADIS). Sin embargo, el mecanismo de sefializacion y que proteinas g
estan involucradas en el mantenimiento de este fendmeno aun es desconocido (Ray, 2015).
Por otra parte, se sabe que durante la desensibilizacion, el CaSR necesita ser fosforilado por
PKC para que B-arrestina pueda unirse y dar paso a la internalizacion (Ray, 2015). También,
se ha descrito que el CaSR puede tener una internalizacion constitutiva regulada por Rab11A
(Reyes-Ibarra et al., 2007). Estos mecanismos de internalizaciéon y regulaciéon son
importantes para controlar la sefializacion y regular de manera eficiente la expresion del
CaSR en la superficie celular. Importantemente estos eventos de internalizacion son de gran
relevancia para la secrecion de factores, ya que se ha visto que el trafico del CaSR a través
de Rabl1A regula la secrecion PTHrP (Reyes-Ibarra et al., 2007). Esta observacion es
relevante para nuestro trabajo ya que en datos atn no publicados de nuestro laboratorio se ha
observado que al inhibir la expresiéon de Rabl1A ya no se lleva a cabo la activacion de
Rab27B, esto implicaria que la activacion de Rab27B pudiera estar llevandose en cascada a
través de Rabl1A, también en nuestro laboratorio se ha demostrado que el GEF-MADD
interacciona con Rab11A-GTP con lo cual hipotetizamos que MADD es un efector de
Rab11A y un GEF para Rab27B. Por otro lado, el proceso de internalizacion nos permite
explicar nuestros experimentos de activacion de Rab27B ya que observamos que a 30
minutos de estimulo se disminuye la activacion de Rab27b. Esto posiblemente debido a que

a los 30 minutos de estimulo el receptor se encuentra internalizado (Reyes-Ibarra et al.,
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2007). Esta observacion significaria que se necesita la presencia del receptor en membrana
plasmatica para poder llevar a cabo la activacion de Rab27B. Por otro parte, se ha descrito
que Rabl regula la via secretora temprana del CaSR y ayuda a mantener los niveles estables
del CaSR en membrana plasmatica (Zhuang et al., 2010). Ademas, se ha visto que el
reciclamiento del CaSR es regulado por Rabl1 (Reyes-Ibarra et al., 2007). Esta regulacion
por las Rabs, tanto de la via secretora como de reciclamiento son vitales para mantener los
niveles del CaSR en la superficie celular. Ademas de regular los mecanismos de secrecion

mediados por el receptor sensor de calcio.

Por ultimo, nos preguntamos cual seria el efecto de la sobreexpresion de Rab secretorias
en la linea celular MDA-MB-231. Para responder este cuestionamiento, transfectamos una
serie de Rab secretorias, Rab27A, RAB27B y Rab3D, que contribuyen a la progresion
tumoral participando en mecanismos relacionados a la secrecion de exosomas, secrecion de
proteinas como HSP90, y la sobreexpresion de Rab3D promueve la migracion de células no
metastasicas MCF7 (Bobrie et al., 2012; Hendrix et al., 2010; Tzeng and Wang, 2016).
Nuestros experimentos de migracion en Cémara de Boyden donde usamos medios
condicionados de células MDA-MB-231 transfectadas con estas Rabs secretorias,
encontramos que solo la sobreexpresion de la Rabs conlleva a que los medios condicionados
obtenidos de las celulas trasfectadas con estas proteinas tengan un poder quimioatrayente
comparable a la condicién donde s6lo se transfectd el vector y se estimulé al CaSR. Por otra
parte, nos preguntamos que factores quimiotacticos se estarian secretando dentro del medio
condicionado cuando se sobreexpresa a Rab27B, y encontramos que la sobreexpresion de
Rab27B conlleva a un aumento6 significativo de los niveles de IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, IP-
10 y RANTES. Es importante sefialar que la secrecion de IL-6 se lleva acabo de manera
constitutiva y es regulada negativamente por la activacion del CaSR (Hernandez-Bedolla et
al., 2015). Esta regulacion negativa de la secrecion de IL-6 posiblemente se deba a que el
CaSR tras ser activado induzca una via inhibitoria sobre la transcripcion de IL-6 (Hernandez-
Bedolla et al., 2016), con lo cual a pesar de que el CaSR aumenta la expresion de Rab27B ya
no llevaria a secretar IL-6 debido a la poca disponibilidad de esta citocina dentro de la célula.
Estos datos por un lado apoyarian nuestras observaciones experimentales donde

sobreexpresamos a Rab27B, debido a que cuando aumentamos la expresion de esta GTPasa

50



se aumenta la secrecion constitutiva de IL-6 y por otro lado cuando se inhibe la expresion de
Rab27B también se abate la secrecidon constitutiva de IL-6. Por otro lado, cuando
estimulamos a las células en donde se sobreexpreso Rab27B no observamos un efecto mayor
comparado a la condicidén donde solo se transfect6 al vector, esto posiblemente se deba a que
la sobreexpresion de Rab27B llevaria al maximo de secrecion y el estimulo del receptor ya
no aumentaria la cantidad de factores secretados. Por otro lado, es interesante que la secrecion
tanto de IL-6 como de RANTES se ve aumentada ya que se ha descrito que la expresion
simultanea de estos dos peptidos conlleva a un fenotipo mas agresivo por parte de las células
de cancer de mama (Gallo et al., 2018). Los resultados obtenidos en este trabajo ayudan a
incrementar nuestro entendimiento sobre la progresion tumoral y abren la posibilidad de usar

a Rab27B como un potencial marcador de progresion tumoral.

CONCLUSIONES

1. La secrecion de citocinas como IL-6, IL-8 e IL-1f, promovida por activacion del CaSR
es regulada a través de la GTPasa Rab27B.

2. El CaSR regula la expresion de Rab27B.

3. La activacioén de Rab27B estd regulada por las vias de sefializacion de PI3K, mTORC1 y
PKA desencadenadas por la activacion del CaSR.

4. El GEF MADD regula la activacion de Rab27B por activacion del CaSR.
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