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Resumen

El factor de crecimiento y diferenciacién 11 (GDF11) ha sido caracterizado como uno
de los principales reguladores de los procesos de diferenciacion en células con
caracteristicas troncales a pesar de algunas controversias sobre estudios relacionados
con la edad. El GDF11 ha sido pobremente estudiado en patologias como el cancer,
particularmente por las caracteristicas troncales que presentan las células,
principalmente en el carcinoma hepatocelular (HCC), uno de los canceres mas
agresivos a nivel mundial. En este trabajo nos propusimos investigar los efectos del
GDF11 en las células de cancer de higado.

El GDF11 induce la activacién de la ruta de las Smad (Smad2/3) sin activar a las Smad
asociadas a la familia de las BMP (Smad1/5) en la linea celular Huh7, pero observamos
en la linea celular Hep3B la activacion de las proteinas Smad de ambas familias.

El tratamiento con el GDF11 no afecta la viabilidad de las células, pero reduce de
manera significativa la proliferacion, la formacién de esferoides y la formacion de
colonias en las lineas de HCC.

Se observé también la desregulacion de CDKG6, Ciclina D1 y Ciclina A y la
sobreregulacién de p27 después del tratamiento con GDF11. Interesantemente, el
tratamiento induce disfuncion mitocondrial mediante la disminucion de la fosforilacion
oxidativa (OCR) y la disminucion en la capacidad glucolitica (ECAR).

Estos efectos fueron potencialmente inducidos por la expresion de E- Cadherina y

Ocludina asi como la represion de Snail y N- Cadherina de manera dependiente.
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Ademas, el tratamiento con el GDF11 por 72 h provoco en las células la disminucion
en la formacién de colonias y de esferoides, estos efectos fueron observados una vez
que el tratamiento fue removido dejando las células sin este estimulo hasta por 10
dias, indicando que el efecto del GDF11 no es transitorio.

Finalmente, en el ensayo de invasidon observamos la disminucion de manera
significativa en la migracion de las células tratadas con GDF11 asociado a la
disminucién en la proliferacion mediante la tincion con Ki67.

Finalmente, nosotros proponemos la activacion de ERK1/2 como unos de los
principales blancos de la sefializacion de GDF11 en la disminucion en la proliferacién.
Los datos mostraron que el GDF11 exdgeno muestra propiedades supresoras de

tumores en las células de HCC.
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Abstract

Growth differentiation factor 11 (GDF11) has been characterized as a key regulator of
differentiation in cells that retain stemness features, despite some controversies in age-
related studies. GDF11 has been poorly investigated in cancer, particularly in those
with stemness capacity, such as hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most
aggressive cancers worldwide. Here, we focused on investigating the effects of GDF11
in liver cancer cells.

GDF11 induced Smad signaling activation (Smad2/3), without activated the BMP
associated Smad signaling (Smad 1/5) in Huh7 cell line, but we observe in Hep3B cell
line both Smad signaling activated.

GDF11 treatment did not affect the viability but significantly reduced proliferation,
colony and spheroid formation in HCC cell lines.

Consistently, down-regulation of CDK6, cyclin D1, cyclin A, and concomitant
upregulation of p27 was observed after 24 h of treatment. Interestingly, GDF11
treatment induce mitochondrial dysfunction by oxidative phosphorylation decrease
(OCR) and glycolytic capacity decrease (ECAR).

These effects were potentially induced by the expression of E-cadherin and occludin,
as well as Snail and N-cadherin repression, in a time-dependent manner. Furthermore,
GDF11 treatment for 72 h induced that cells were incapable of sustaining colony and
sphere capacity in the absent of GDF11, up to 10 days, indicating that the effect of

GDF11 on self-renewal capacity is not transient.



In vivo invasion studies revealed a significant decrease in cell migration of
hepatocellular carcinoma cells treated with GDF11 associated to a decreased
proliferation judged by Ki67 staining.

Finally, we propose ERK1/2 activation like a principal target for GDF11 signaling in the
decrease in the proliferation. Data show that exogenous GDF11 displays tumor

suppressor properties in HCC cells.
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1. Introduccién

1.1 Generalidades del higado

El higado es uno de los 6rganos internos mas grande de nuestro cuerpo, tiene un peso
promedio de 1.5 kg en el adulto, en él fluye aproximadamente litro y medio de sangre
cada minuto, de ahi su color caracteristico. El higado realiza mas de 500 funciones
entre las que estan la transformacion de los alimentos en energia, la sintesis de
factores de coagulacion, la eliminacion de sustancias toxicas, produce la bilis que se
secreta en el intestino para ayudar a absorber nutrientes que no son hidrosolubles,
almacena algunas vitaminas y al glucégeno (un reservorio importante de energia).
Aun cuando esta especializado para llevar a cabo dichos procesos, es muy susceptible

a la agresion que suele comprometer su funcionamiento adecuado.

1.2 Principales agentes toxicos y estadios de dafno hepatico

Entre los principales agentes que lo afectan se encuentran algunas sustancias toxicas
como lo son: el alcohol, farmacos, drogas, exceso de grasas y las infecciones por virus
como la hepatitis B y hepatitis C.

Cuando la agresion se vuelve cronica, el 6érgano puede sufrir una esteatosis, si las
agresiones continuan, puede progresar a un proceso de inflamacion denominada
esteatohepatitis, siguiendo al proceso de fibrosis, cirrosis y culminar finalmente en un
hepatocarcinoma celular (HCC, por sus siglas en inglés) (Gutiérrez Ruiz et al., 2014).
El cambio en el estilo de vida de muchas personas esta tendiendo a incrementar la
prevalencia en las enfermedades hepaticas, como la asociada al consumo de alcohal,

la esteatohepatitis no alcohdlica y el cancer hepatico.



1.3 Estadisticas del cancer de higado

El hepatocarcinoma celular (HCC, por sus siglas en inglés) es uno de los tumores con
mayor prevalencia y uno de los mas agresivos en todo el mundo, se posiciona como
una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial (Ferlay et al., 2015;
Kaposi-Novak et al., 2006; Liu et al., 2017).

En 2018, el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos hizo publico en su Reporte
Anual de la Nacion (Cronin et al., 2018) la incidencia y mortalidad de diversos tipos de
cancer. Sorprendentemente, los datos mostraron que la gran mayoria de los tipos de
cancer han disminuido tanto en la incidencia como en la mortalidad en hombres y
mujeres, encontrando que de los 18 tipos de cancer mas comunes en hombres 11 han
disminuido y de los 20 tipos mas comunes en mujeres 14 han disminuido,
lamentablemente, no todos los tipos de canceres siguen la misma tendencia a
disminuir, ya que el cancer de pancreas, enceéfalo, algunos relacionados con el sistema
nervioso y el cancer de higado lejos de disminuir van en aumento.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia INEGI en México (www.inegi.org.mx)

reportd en 2015 las cifras de las principales causas de muerte en hombres y mujeres,
de las cuales 35,718 muertes registradas fueron causadas por enfermedades
relacionadas con el higado, de las cuales 6,333 muertes fueron por causa de tumores
malignos, por lo que, lo posiciona como el tercer tipo de cancer con mayor indice de
mortalidad registrada en dicho afio.

Este indice de mortalidad relacionada con enfermedades hepaticas aumenta con la
edad, ya que se posiciona como el segundo lugar en hombres con edades entre 30 a

44 anos, manteniendo el mismo lugar entre las edades de 45 y 59 afnos. En hombres



de 60 afos y mas, las muertes relacionadas con las enfermedades hepaticas se
posicionan como la quinta causa.

Estas cifras se mantienen en mujeres, ya que en edades entre 45y 59 afos esta causa
de muerte se posiciona en el tercer lugar y en mujeres mayores a los 60 afos las

muertes por este padecimiento se posicionan en el sexto lugar (www.inegi.org.mx).

Este incremento en la incidencia y la mortalidad es debido principalmente a la
deteccion en etapas avanzadas de la enfermedad, y son estas etapas donde las
terapias no suelen funcionar de manera éptima, por esta razén, en la actualidad uno
de los principales objetivos para la ciencia es la busqueda de nuevas terapias, que

sean especificas y eficaces o bien mejoras para la deteccidén temprana del HCC.

1.4 Caracteristicas del cancer hepatico

El HCC se caracteriza por la proliferacion descontrolada de los hepatocitos y la
acumulacion de mutaciones lo que conlleva a desérdenes en diversas rutas de
sefalizacion encargadas de modular procesos que confieren a las células cancerosas
sobrevivencia, alteracion en el metabolismo energético, resistencia a farmacos vy

capacidad para migrar (Hanahan et al., 2011).

1.5 El papel de Ila ruta de las MAPK en el cancer de higado

Una de las rutas que se encuentra afectada en HCC y que se ha reportado que juega
un papel esencial es la de la familia de las MAPK (mitogen- activated protein kinase)
(Mandal et al., 2016). Esta familia esta conformada por aproximadamente 518

miembros y se encuentra ampliamente conservada en los seres vivos (Lu et al., 2006).



La familia de las MAPK se encuentra orquestando procesos esenciales para las células
ya que esta implicada en el crecimiento y la diferenciacién celular, procesos de mitosis,
motilidad celular, metabolismo energético, proliferacion, apoptosis, sobrevivencia,
procesos de embriogénesis y en la regulacion de la expresion de genes (Chen et al.,
2001).

Esta ruta actua mediante una cascada de sehnalizacion que implica la activacion de
intermediarios comenzando por la activacion de MAPKS, esta cinasa es la encargada
de fosforilar y activar al siguiente intermediario MAPK2 y esta finalmente culmina con
la activacion de MAPK, quien es la responsable de unirse al nucleo permitiendo la
expresion de genes relacionados con los procesos anteriormente mencionados
(Chang et al., 2001; Leppa et al., 1999).

Esta familia esta conformada por diversos miembros, entre ellos se encuentra ERK
(extracellular signal- regulated kinases), JNK'y P38 (Lu et al., 2006).

ERK a su vez es una de las principales rutas de sefializacion debido a que también
juega un papel importante en procesos como proliferacion celular, diferenciacion,
progresion del ciclo celular, migracion, motilidad, invasion, metastasis e interaccion
con la matriz celular (Cargnello et al., 2011; Mandal et al., 2016; Mandal et al., 2014;
Roberts et al., 2007).

Principalmente la activacion de esta ruta se ha relacionado con procesos de agresion
como en el caso de la ingesta alta de colesterol (Gomez-Quiroz et al., 2016).

La activacidén de esta ruta también se lleva a cabo mediante un estimulo derivado de
factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), receptores acoplados a proteinas G,



factores mitogénicos, citocinas y proteinas G. Una vez que llega el estimulo se activara
RAS, la cual se va a encargar de la activaciéon de RAF, que a su vez activara a MEK
que finalmente activa a ERK (Geest et al., 2009; Mandal et al., 2016; Mandal et al.,
2014).

Se ha observado que alteraciones en esta ruta de sefalizacidn se encuentra
estrechamente ligada con el 30% de neoplasias (Gollob et al., 2006; Mandal et al.,
2016). Hay reportes que indican que el oncogen RAS presenta varias mutaciones, por
lo que se esta trabajando en el disefio de inhibidores como posible terapia para

diversos tipos de cancer (Gollob et al., 2006).

1.6 El papel del TGF- S en el cancer de higado

Otra de las vias que juega un papel importante en la progresion del cancer es la de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF- B) la cual podria
considerarse como un posible blanco terapéutico. Sin embargo, dado el papel dual
que juega es dificil ya que en etapas tempranas de la enfermedad sus efectos suelen
ser citotoxicos, mientras que en etapas avanzadas los principales efectos que suele
ejercer sobre el tumor son el crecimiento, procesos de invasion y metastasis, la evasion
del sistema inmune entre otros (Moon et al., 2017; Zhang, J. et al., 2016; Zhang et al.,

2017).

1.7 Generalidades del GDF11

Uno de los miembros de la superfamilia del TGF- 3 es el factor de crecimiento y



diferenciacion 11 (GDF11), quien también se encuentra en la familia de las proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP), donde es conocido como BMP11 el cual se ha
asociado con efectos diferenciales en los distintos linajes celulares, mientras que en
unos puede inducir citotoxicidad, en otros, puede iniciar sefiales de sobrevivencia

(Sinha et al., 2014; Zhang et al., 2015; Zhang, Y. H. et al., 2016).

1.8 Ruta de senalizacion mediada por el GDF11

Esta proteina induce su sefalizacion mediante un complejo tetramérico de receptores
con actividad de serina treonina cinasa, este complejo de receptores esta conformado
por dos receptores tipo | a los que pertenecen los receptores ALK y dos receptores
tipo Il, entre los que se encuentran ACTRII.

Si bien, el GDF11 se encuentra entre dos familias, ambas inducen activacion de
proteinas Smad de manera distinta y esto se debe al tipo de receptor que se esté
activando por el GDF11.

Cuando la activacion es mediada por la ruta candnica del TGF- B3, el GDF11 se une a
los receptores tipo | como ALK4, ALK5 o ALK7 y a receptores tipo || como ACTRIIA o
ACTRIIB (Walker et al., 2017; Williams et al., 2013).

Cuando la ruta de sefializacion es mediada por la familia de las BMP la activacion de
los receptores es distinta, ya que para esta la ruta va mediada por los receptores ALK1,
ALK2, ALK3 y ALK®6 (Ning et al., 2019; Zhang, Y. H. et al., 2016).

Una vez que el GDF11 se une a los receptores tipo |, estos se encargan de activar a

las proteinas Smad, las cuales también son conocidas como R-Smad, nuevamente,



segun el tipo de receptores que se activen seran las encargadas de activar la ruta de
las proteinas Smad, en el caso del TGF- $, la ruta activada de manera candnica esta
mediada por Smad2/3 (Williams et al., 2013), para el caso de las BMP, la ruta canoénica
de las Smad es via Smad 1/5 (Zhang, Y. H. et al., 2016) (Fig. 1).

Una vez activadas las proteinas R-Smad una Smad en comun (Smad 4), también
conocida como Co-Smad, se les une formando asi un complejo que se transloca al
nucleo para la expresion de diversos genes que se encargan de regular procesos
relacionados con el desarrollo, diferenciacién, migracién y proliferaciéon celular

(Finkenzeller et al., 2015; Gaunt et al., 2013; Massague, 2012; Williams et al., 2013).
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Fig. 1 Ruta de sefalizacion mediada por el GDF11.

Si bien, esta familia se caracteriza por la amplia diversidad de receptores y ligandos,

los mencionados para GDF11 tienen respuestas fisiologicas distintas comparadas con



las respuestas producidas por la uniéon de otros ligandos con sus receptores
correspondientes, sin embargo de las principales respuestas emitidas por GDF11 son
las relacionadas con la inhibicion de la neurogénesis controlando la expresion de p27,
un regulador negativo del ciclo celular que interactua con las cinasas dependientes de
ciclinas, ademas de regular la expresion de otros genes relacionados con dicho
proceso e inhibiendo la proliferacion celular, también, suprime la expresién de genes
implicados en la migracion celular incluyendo FASCIN, LIM y LASP1, ejerce efectos
sobre la activacion de Hoxd11, un factor de transcripcion que juega un papel
importante en la morfogénesis de organismos multicelulares (Gaunt et al., 2013;

Williams et al., 2013).

1.9 Funciones del GDF11

Entre las funciones fisiologicas del GDF11 se encuentran procesos de desarrollo,
embriogénesis, diferenciacién y organogénesis, regeneracion del musculo esquelético,
el musculo cardiaco y el sistema neural a partir de células progenitoras; y esto se lleva
a cabo mediante el incremento de la proliferacion y la diferenciacién de las células
troncales, las cuales dan origen a mas células que, después de su maduracion seran
las encargadas de sustituir a las células dafadas cuya funcion se encuentra
comprometida devolviendo asi a los musculos sus funciones fisiolégicas adecuadas
(Esquela et al., 2003; McPherron et al., 1999; Nakashima et al., 1999; Sinha et al.,
2014). Estos descubrimientos se determinaron mediante el uso del GDF11

recombinante en ratones viejos, donde determinaron que el uso de este factor de



crecimiento provocé el aumento de la frecuencia de células satélites, lo cual se vio
reflejado en el incremento en el mejoramiento muscular (Sinha et al., 2014).

Otro de los efectos que se han demostrado que induce esta molécula son sobre los
procesos de invasion y metastasis (Finkenzeller et al., 2015; Ge et al., 2005; Gokoffski

et al., 2011; Williams et al., 2013).

2. Antecedentes

En 2007, el grupo del Dr. Mori reportd por primera vez la relacion existente entre el
GDF11 y el cancer colorectal, donde encontraron un incremento del ARNm del factor
de crecimiento en muestras de pacientes con mal prondstico. Interesantemente, este
aumento se hizo mas notorio en muestras de pacientes considerados con pobre
prondstico debido a la baja sobrevivencia después de la intervencion quirurgica, por
esta razén se relacion6 al factor como un posible marcador de agresividad (Yokoe et
al., 2007).

En 2017, el grupo del Dr. Bajikar (Bajikar et al., 2017), reporté el efecto
antitumorigénico de GDF11 en cancer de mama humano triple negativo y reportaron
que la presencia de dicho factor conferia a las células la pérdida de la capacidad
migratoria, considerada como una caracteristica de agresividad, debido al aumento de
E-cadherina, proteina que se encarga de mantener a las células epiteliales ancladas
al sustrato, ademas, de una disminucién en la proliferacion celular. Efectos similares
se reportaron en ratones a los cuales se le implantaron células MDA- MB- 231, dicho
modelo demostré que esta linea celular presenta un aumento en la susceptibilidad a

la apoptosis. Al estudiar el mecanismo por el cual se producian estos efectos



encontraron que se debio principalmente al impedimento de la maduracion de GDF11
ya que la convertasa Pcsk5, la cual es la encargada de llevar a cabo este proceso no
funcionaba adecuadamente, debido a la presencia de mutaciones principalmente en
sus sitios activos. Esto provoco que la célula presentara una acumulacion del GDF11
inmaduro en su interior (Bajikar et al., 2017; Essalmani et al., 2008) .

Los resultados anteriores se vieron reforzados por los encontrados en el grupo del Dr.
Behr, quien determind la relacion del GDF11 con el cancer de mama, reportando que
las células después del tratamiento con el factor de crecimiento perdieron la capacidad
de migrar. Ademas, encontraron en pacientes con cancer de mama, con un indice de
recaida menor, que los niveles de expresiéon de GDF11 eran altos (Wallner et al.,

2018).

3. Justificacion

El HCC es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial,
mientras que, en México, las defunciones por enfermedades del higado se posicionan
en el tercer lugar, razén por la cual se ha convertido en un serio problema de salud
publica. Una de las dificultades para tratar esta patologia es debido a su deteccion
tardia ya que esta suele presentarse como un padecimiento asintomatico en sus
etapas iniciales permitiendo el avance rapido, por lo que cuando se diagnostica, en la
mayoria de los casos, las terapias comunes ya no suelen ser efectivas, siendo la
principal opcion el trasplante del 6érgano. Sin embargo, esta opcion suele ser poco

alentadora debido al bajo indice de donacion de érganos y al riesgo que presenta.
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Por esta razon, es importante buscar nuevas terapias que sean efectivas, con menor
riesgo y menos invasivas para los pacientes.

El GDF11 puede ser una buena opcion terapéutica debido a los efectos antitumorales
observados in vitro por lo que es importante conocer el mecanismo de accion por el

cual actua dicho factor para inducir tales efectos.

4. Pregunta de investigacion
¢ Cual es el mecanismo desplegado por el GDF11 en la induccion de sus efectos

antitumorigénicos en células de cancer hepatico humano?

5. Hipoétesis
Por su fenotipo troncal, las células Huh7 y Hep3B responderan al GDF11 induciendo
un efecto antitumorigénico medido por la regulaciéon del metabolismo y la transicion

mesénquima epitelial.

6. Objetivos
6.1 Objetivo general
Caracterizar el mecanismo por el cual el GDF11 induce efectos antitumorales en

células Huh7 y Hep3B derivadas de carcinomas hepatocelular humano.
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6.2 Objetivos particulares

e Caracterizar los efectos antitumorigénicos ejercidos por el GDF11 en células
Huh7 y Hep3B derivadas de carcinomas hepatocelular humano.

e Determinar la transduccion de sefiales en respuesta al GDF11 en células Huh7
y Hep3B.

e Caracterizar los efectos del GDF11 en la transicion mesénquima epitelial.

e Evaluar las propiedades de invasiéon del GDF11en un modelo de membrana
corioalantoidea de embriones de pollo.

e Determinar los efectos transcriptdmicos globales que ejerce el GDF11 en

células Huh7 por medio de RNA-seq y su relacion con el fenotipo celular.

7. Material y Métodos
7.1 Diseno experimental
Se uso el factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11) recombinante humano

(Peprotech) a una concentracion de 50 ng/ml siguiendo los protocolos (Fig. 2).
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Fig. 2 Disefio experimental del proyecto desarrollado

7.2 Cultivo celular

Se usaron las lineas celulares Huh7, Hep3B, HepG2, SNU182 y Hepa1-6 las cuales
son derivadas de carcinomas hepatocelulares, MDA-MB-231 derivadas de un
carcinoma de mama y CAPAN1 derivada de un cancer de pancreas. Todas las lineas
celulares fueron obtenidas de la ATCC (Manassas, VA, USA). Se cultivaron usando
medio Williams (Sigma- Aldrich, USA), con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, USA) al
10% y antibidtico y antimicético (Thermo Fisher, USA) al 1%, las células se
mantuvieron al 5% de CO2, 90% de humedad y 37 °C. Se sembraron en botellas para
cultivo de plastico (Costar Inc, USA). Todos los experimentos se realizaron en un
intervalo de pasaje 20- 35. Se usé el factor de crecimiento y diferenciacion 11
recombinante humano GDF11, (Peprotech Inc, USA) a una concentracion de 50 ng/ml

por diferentes intervalos de tiempo.
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7.3 Cuantificacion de proteina

Se realizd la extraccion de proteina usando un buffer de lisis con inhibidores de
proteasas (PhosSTOP, Rocher, Complete, Rocher). Se realizé la cuantificacion de la
proteina mediante el estuche comercial de acido bicinconinico (BCA, Pierce, Thermo

Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante.

7.4 Western blot

El western blot se realizd siguiendo el protocolo previamente reportado (Enriquez-
Cortina et al., 2013). Se us6 membrana de PVDF (Bio-Rad, USA) con los anticuerpos
descritos en la tabla 1. Las membranas fueron expuestas usando Super Signal West
Pico Quimioluminiscente (Pierce Biotechnology, USA). Las membranas fueron

reveladas usando un Gel Logic 2500 (Kodak, Rochester, NY, USA)

| Anticuerpo | Dilucién | Secundario | Nimero de catélogo

BB 11000 Rabbit Abcam. Ab40854
" 1:1000 Rabbit Abcam. Ab52903

Smad2 1:1000 Rabbit Cell Signaling 5339 S
pSmad2 1:1000 Rabbit Cell Signaling 3108 S
B 11000 Rabbit Cell Signaling 6944 S
B 11000 Rabbit Cell Signaling 12534 S
1:1000 Rabbit Cell Signaling 9516 S
[ACVRIIA  ERLIN) Rabbit Abcam. Ab96793
(CyclinD1  [EF) Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-753
clin A 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-751
Cdk6 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-7181
p27 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-776
I 1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-81812
ENEE 200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-28199
1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-21791
1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-59987
1:1000 Rabbit Cell Signaling 4695 S
1:1000 Rabbit Cell Signaling 4376 S
1:10000 Rabbit Millipore-Sigma A3854

Tabla. 1 Lista de anticuerpos
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7.5 Ensayo de inmunofluorescencia

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito (Marquardt et al., 2012). Las células fueron
tratadas por diferentes intervalos de tiempo con GDF11 (50ng/ml), posteriormente
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS (phosphate buffered saline). Las
muestras fueron permeabilizadas con 0.01% con triton- X 100 por 30 min. y
bloqueadas con BSA al 3% por 30 min e incubados con los anticuerpos anti-occludin
(Santa Cruz Biotechnology 81812, dilucién 1:100), anti-snail (Santa Cruz
Biotechnology 28199, dilucién 1:100), anti-E-cadherin (Santa Cruz Biotechnology
21791, dilucién 1:100) and anti-N-cadherin (Santa Cruz Biotechnology 59987, dilucién
1:100). El nucleo fue tefido con DAPI. Las imagenes fueron obtenidas con un

microscopio confocal (Carl Zeiss LSM- 780 NLO, Oberkochen, Alemania).

7.6 Funcionalidad mitocondrial por MTT

La funcionalidad mitocondrial fue medida usando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-dimetiltetrazolio mediante un ensayo de funcionalidad mitocondrial comercial
(Vybrant MTT cell proliferation assay kit, Thermo Fisher Scientific) siguiendo el

protocolo del fabricante.

7.7 Determinacion en tiempo real del metabolismo mediante Seahorse

La taza del consumo de oxigeno en tiempo real de manera in vivo (OCR) y la taza de
acidificacion extracelular (ECAR) fue monitoreada mediante el uso del equipo
Seahorse XFe24 (Seahorse Bioscience) siguiendo el protocolo estandar. La linea

celular Huh7 fue tratada con GDF11 a la concentracion reportada anteriormente por
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48 h con medio sin SFB. Después de las 48 h del tratamiento, se obtuvieron 40,000
células fueron sembradas nuevamente en las placas especificas del equipo usando
medio con SFB, una vez adheridas las células, se realizd el ultimo tratamiento con
GDF11 para completar las 72 h de tratamiento. Para realizar la medicién en tiempo
real tanto de ECAR como de OCR, las células fueron incubadas con medio de ensayo
(XF Base Media) el cual fue suplementado con 2mM de L-glutamina seguido de una
inyeccion de 10mM de glucosa, 2mM de oligomicina y 50mM de 2-deoxy-glucosa (2-
DG) (Glycolysis Stress test). EI ECAR y el OCR fueron normalizados con el total de

proteina.

7.8 Estudio de invasion usando el modelo de membrana corioalantoidea (CAM)
Se realiz6 el experimento siguiendo el protocolo reportado previamente (Quigley et al.,
1998; Ribatti, 2017; Sinning et al., 2012). Se usaron huevos fértiles (Granja ALPES
SA, Puebla, México), los cuales fueron separados en dos grupos de forma aleatoria.
Los huevos fueron incubados a 37.8°C y 60% de humedad, se realiz6 una ventana
sobre el cascaron de 1cm?. La membrana vitelina fue diseccionada, un milléon de
células, tratadas y no tratadas con GDF11 por 72 h, fueron trazadas con el colorante
comercial vibrant CFDA SE cell tracer kit (Thermo Fisher Scientific) e introducidas en
la CAM, entre dos vasos sanguineos usando 30 ul de matrigel (Sigma- Aldrich) como
sustrato. La ventana fue cubierta con cinta adhesiva esteril y los huevos fueron
incubados por 2 y 4 dias. La CAM fue removida e inmediatamente fue fijjada con

paraformaldehido (4%) en PBS. Las secciones en parafina fueron usadas para realizar
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las tinciones de inmunofluorescencia. El nucleo fue tefido con DAPI.
Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM- 780

NLO, Oberkochen, Alemania).

7.9 Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscripcion
cuantitativa

1 ug de ARN se transcribié de forma reversa usando 20ul de reaccion SuperScript
(Invitrogen Corp.) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Los primers fueron

disefados usando Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) como se reportd

en (Czauderna et al., 2018). El andlisis de gRT-PCR fue realizado con un CFX96 Touch
(Bio-Rad) termo ciclador de reaccion de placas de 96 pozos. 10 pul de reaccion fueron
mezcladas con 5 ul 2X SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad), 200nM de cada primer
y 1 ul de cDNA. La reaccidn fue incubada por 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de
30s a 95°C y 60s a la temperatura especifica del primer. El nivel de expresion de la
proteina ribosomal S18 (rs18) se usé como referencia. Los niveles de expresion

relativos de los genes fueron calculados usando la formula 2-2ACY),

7.10 Ensayo de inmunoprecipitacion

Se realizd siguiendo el protocolo reportado (Clavijo-Cornejo et al., 2013). Se uso la
linea celular Huh7 y el GDF11 (50 ng/ml) por diferentes periodos de tiempo. Se uso el
anticuerpo pSer/Thr (Abcam 17464), ACVIIA (Abcam 96793) para detectar el receptor

en su forma activa.
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7.11 Ensayo de proliferacion celular

Se realizé siguiendo el protocolo reportado (Perez-Aguilar et al., 2015). Se sembraron
las lineas celulares en placas de 96 pozos estériles. Se us6 el GDF11 (50 ng/ml) y se
incubo por diferentes tiempos en presencia o no de SFB. La proliferacion celular se
midié mediante el reactivo cck-8 (Dojindo Lab, Kumamoto, Japdn) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

7.12 Ensayo de viabilidad

Se realiz6 siguiendo el protocolo reportado por (Nakagawa, 1996). Se sembraron las
lineas celulares en placas de 96 pozos estériles. Se us6 el GDF11 (50 ng/ml) a
diferentes tiempos en presencia o no de SFB. La viabilidad celular se midié por medio

de la absorbancia obtenida del cristal violeta una vez extraido con SDS.

7.13 Ensayo de herida- cicatriz

Se realiz6 el ensayo siguiendo lo reportado por (Jimenez-Salazar et al., 2014). Se
sembraron las lineas células a una confluencia de 90% aproximadamente en platos de
cultivo de 3 cm. Se realizaron dos heridas usando una punta de pipetas de 1-200 uL
estéril. Se realizaron lavados de forma delicada con PBS con la finalidad de remover
las células no adheridas después de la realizacion de la herida. Las heridas realizadas
fueron monitoreadas cada 24 h. Se usé el GDF11 (50 ng/ml) por 72 h en presencia o

no de SFB. Finalmente, una vez terminado el experimento se tomaron fotografias.
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7.14 Ensayo de formacion de esferoides

Este ensayo se realizé siguiendo el protocolo reportado por (Perez-Aguilar et al.,
2015). Se sembraron las lineas celulares en placas de baja adherencia. Se usé el
GDF11 (50 ng/ml) por cinco dias. Una vez terminado el tratamiento se contaron los

esferoides y se tomaron fotos.

7.15 Ensayo de clonogenicidad

Se sembraron las lineas celulares en platos de cultivo de 6 cm. Se us6 el GDF11 (50
ng/ml) por 72 h en presencia o no de SFB. Transcurrido el tiempo, las células fueron
despegadas usando tripsina y se sembraron 1000 células en placas de 6 pozos usando
medio Williams con suero, pero sin la presencia del factor de crecimiento por 10 dias.
Al finalizar el experimento las colonias fueron tefiidas con cristal violeta y se realizé el

conteo de estas.

7.16 Secuenciaciéon masiva de ARN

La extraccion del ARN se realiz6 utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La cantidad de ARN y la pureza se estim¢ utilizando un espectrofotometro Nanodrop
ND-2000c (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) y la integridad fue evaluada por
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA). La secuenciacion del ARN se realiz
utilizando la plataforma de lllumina HiSeq4000, los resultados fueron guardados en la

base de datos de Bioproject.
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Las lecturas sin procesar se filtraron mediante la eliminacidn de secuencias
adaptadoras, contaminacion y calidad de lectura. Las lecturas se mapearon usando la
secuencia de referencia del genoma humano (GRCh37.82) usando HISAT2 (hisat2-
2.0.2-beta) seguido de un resumen de lectura con featureCounts (subread-1.5.0-p1).
Los parametros para el analisis de expresion diferencial fueron la tasa de
descubrimiento falso (FDR) igual a 0.5, valor p<0.001 y cambio de registro de pliegue
de -1.5 a 1.5. Todos los analisis de datos se realizaron utilizando el lenguaje de
programacion R y paquetes relacionados. La matriz de salida de featureCounts se

ingreso6 en el paquete Bioconductor DESeq2 para analisis de expresion diferencial.

7.17 Andlisis estadistico

Cada experimento se llevdé a cabo por triplicado en al menos tres experimentos
independientes. El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 mediante
el analisis de varianza (ANOVA) seguido por la prueba no paramétrica Tukey para el
analisis de viabilidad, funcionalidad mitocondrial mediante MTT, numero de esferoides
y numero de colonias. La prueba t-student fue realizada para el analisis del numero de

esferoides.

8. Resultados
8.1 El GDF11 no afecta la viabilidad de las células de cancer de higado
Debido a que el GDF11 es un miembro de la familia del TGF- y a dicha familia se le

han atribuido efectos citotoxicos sobre las células transformadas, esto principalmente
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en etapas avanzadas del cancer, se evalu6 el impacto del GDF11 sobre la viabilidad
celular, las células Huh7 y Hep3B fueron tratadas con GDF11 (50 ng/ml) por diferentes
intervalos de tiempo.

Como se observa en los resultados, ambas lineas celulares no se vieron afectadas
después del tratamiento, sin encontrar cambios significativos incluso 72 h en presencia

del tratamiento (Fig. 3A 'y 3B)
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Fig. 3A y 3B El GDF11 no afecta la viabilidad de las células de cancer de higado. Ensayo de
viabilidad celular determinado mediante cristal violeta. Se usé CdCl> (6 uM por 6h) como
control positivo (PC). Cada columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro
experimentos independientes por triplicado.

8.2 La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11
Como se pudo observar, el GDF11 no esta afectando la viabilidad celular, por lo que
se determind evaluar cuales eran los receptores implicados en la sefializacion mediada
por el factor de crecimiento. Mediante Western blot se observaron dos de los
principales receptores reportados para el GDF11, ALK5, como uno de los receptores
tipo | y ACTRIIA como uno de los receptores tipo II.

El resultado muestra que la linea celular Huh7 cuenta con ambos receptores del

GDF11 (Fig. 4A)
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Fig. 4A La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11. Ensayo de
Western blot muestra la presencia de los principales receptores usados por el GDF11. Se usé
actina como control de carga.

Con la finalidad de estudiar el comportamiento de los receptores en la linea celular
Huh7, se realiz6 un ensayo de inmunoprecipitacion, el resultado muestra que el
tratamiento con el GDF11 permite la activacion del receptor (Fig. 4B).
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Fig. 4B La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11. Ensayo de
Inmunoprecipitaciéon, muestra activacion del receptor ACTRIIA. Imagen representativa de al
menos tres experimentos independientes.
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8.3 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion
de las proteinas Smad

Debido a que el GDF11 es un miembro de la superfamilia del TGF-$ y de la familia de
las BMP, a continuacion, se evalu6 cual de las vias canonicas de ambas familias se
encontraban implicadas en los procesos observados por el GDF11 mediante su
activacion.

Se realizé un ensayo de Western blot para determinar las proteinas Smad activadas
en la linea celular Huh7. Los resultados muestran la activacion de las proteinas Smad2
y Smad3 a partir de los 5 minutos del tratamiento, esta ruta es activada de manera
canonica por el TGF-B. Sin embargo, las proteinas rio abajo de la familia de las BMP
(Smad1 y Smad5) no participan en la senalizacion del GDF11 en la linea celular Huh7
ya que estas no muestran cambios después de la administracion del factor de
crecimiento, encontrando, ademas, la activacion de ambas proteinas en el grupo
control (Fig. 5A). En la linea celular Hep3B la activacion de las proteinas Smad2 y
Smad3 es a partir de los 15 minutos después de la administraciéon del GDF11, sin
embargo, también se observa la activacion de las proteinas Smad1 y Smad5 a los
mismos tiempos que las proteinas canodnicas de la familia del TGF- 3, este resultado
sugiere que la linea celular Hep3B induce efectos utilizando las dos rutas canonicas
del GDF11 sin mostrar alguna preferencia por la sefalizacion de ambas familias (Fig.

5B).
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Fig. 5 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion de las
proteinas Smad. A) Ensayo de Western blot muestra la activacion de las proteinas Smad2/3
sin encontrar cambios en la activacion de las proteinas Smad1/5 en la linea celular Huh?.
Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.
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Fig. 5 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion de las
proteinas Smad. B) Ensayo de Western blot muestra la activacion de las proteinas Smad2/3
ademas de la activacion de las proteinas Smad1/5 en la linea celular Hep3B. Iméagenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.
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8.4 El GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC
Posteriormente se evaluo el efecto del GDF11 sobre la proliferacion, si bien, resultados
anteriores mostraron que no habia efectos sobre la viabilidad se evalu6 si el
tratamiento afectaba la proliferacion de las lineas provenientes de un cancer de higado
humano
Los resultados muestran que el GDF11 disminuye la proliferacion en ambas lineas
celulares, encontrando que en las células Huh7 disminuye la proliferacién de manera
significativa hasta las 72 h de tratamiento, estos experimentos se realizaron en
presencia o no de SFB, el cual fue utilizado como un agente mitogénico, permitiendo
asi la progresion acelerada de la proliferacion celular (Fig. 6A y 6B).
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. A) Ensayo
de proliferacion celular muestra que el GDF11 induce la disminucién de la proliferaciéon sin la
presencia de SFB. B) Ensayo de proliferacion en presencia de SFB en la linea celular Huh?7.
Cada punto representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes

por triplicado. * p< 0.05 vs NT

Efectos similares fueron observados en las células Hep3B, donde la disminucién en la
proliferacion se vio reflejada después de 72 h con el tratamiento, nuevamente, estos
resultados se realizaron en presencia o no de SFB (Fig. 6C y 6D). Si bien, en ambos
grupos (-/SFB, +/SFB) se observé disminucion en la proliferacion, los resultados fueron

significativos cuando el experimento se realiz6 en presencia de SFB.
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. C) Ensayo
de proliferacion celular muestra que el GDF11 induce la disminucién de la proliferacion sin la
presencia de SFB. D) Ensayo de proliferacion en presencia de SFB en la linea celular Huh?7.
Cada punto representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes
por triplicado. ** p< 0.05 vs NT

A continuacion, se realiz6 ademas un ensayo de herida cicatriz con la finalidad de
observar de manera indirecta los efectos sobre la proliferacion celular, ya que dicho
ensayo nos sugiere ademas afectos sobre la migracion. Como se puede observar en

las imagenes, ambas lineas celulares que estuvieron en presencia del GDF11

disminuyeron de manera notoria el cierre de la herida realizada comparada con las
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células control, las cuales, como se puede observar, después de 72 h la herida
realizada estaba cerrada en su gran mayoria, observando efectos similares a la herida
realizada en el tiempo cero (Fig. 6E y 6F).

E)

72 h

Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. E) Ensayo
de herida cicatriz muestras que el tratamiento con el GDF11 retrasa el cierre de la herida en
la linea celular Huh7. Imagenes representativas de al menos tres experimentos
independientes.

Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. F) Ensayo
de herida cicatriz muestras que el tratamiento con el GDF11 retrasa el cierre de la herida en
la linea celular Hep3B. Imagenes representativas de al menos ftres experimentos
independientes.
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Para corroborar el efecto de la disminucion en la proliferacion celular y el cierre del
ensayo de herida cicatriz, se decidido observar mediante un ensayo de Western blot
algunas proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular. Como se puede
observar, algunas de las principales proteinas que se encargan de regular de manera
positiva, permitiendo la progresion del ciclo celular, como ciclina A, ciclina D1 y la
cinasa dependiente de ciclina (cdk6) se encuentran disminuidas después del
tratamiento con el GDF11 en el transcurso del tiempo, observandose un mayor efecto
después de 72 h con el tratamiento, mientras que la proteina p27, uno de los
reguladores negativos del ciclo celular se encuentra aumentado con el tiempo.

Este resultado nos sugiere porque la proliferacién se encontré disminuida (Fig. 6G y
6H).
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. G) Ensayo
de Western blot muestra la disminucion de las principales proteinas regulatorias del ciclo
celular y la sobreactivacion de p27, regulador negativo del ciclo celular, en la linea celular
Huh7. H) Densitometria de las imagenes del ensayo de Western blot. Imagen representativa
de al menos tres experimentos independientes.

8.5 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC

Si bien, el GDF11 no estaba afectando la viabilidad celular, pero si estaba afectando
la proliferacion, se decidio evaluar la funcionalidad mitocondrial por MTT de las células
derivadas de HCC.

Como se puede observar, el tratamiento con el GDF11 provoco la disminucidn de la

funcionalidad mitocondrial de la linea celular Huh7, observandose la diferencia de

manera significativa a partir de las 24 h en presencia del tratamiento y observandose
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el punto con mayor efecto después de las 72 h en presencia del tratamiento en

comparacioén con las células que no recibieron el tratamiento (Fig. 7A).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. A) Ensayo de
funcionalidad mitocondrial por MTT en la linea celular Huh7 muestra la disminucion después
del tratamiento con GDF11, viéndose efecto desde las 24 h, encontrando mayor efecto hasta

las 72 h. Cada columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos
independientes por triplicado. * p< 0.05 vs NT

Efectos similares fueron encontrados en la linea celular Hep3B, donde al igual que en
la otra linea celular, se observa la disminucidon de la funcionalidad, encontrando la

disminucion de manera significativa a partir de las 48 h de tratamiento (Fig. 7B).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. B) Ensayo de
funcionalidad mitocondrial por MTT en la linea celular Hep3B muestra la disminucién después
del tratamiento con GDF11, viéndose mayor efecto hasta las 72 h. Cada columna representa

el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. * p< 0.05
vs NT

Nuevamente, los efectos fueron mas notorios en la linea celular Huh7, estos efectos
pueden deberse al grado de diferenciacion que tienen las células, sugiriéendonos que
la linea celular Hep3B es de un fenotipo mas agresivo en comparacion con la linea
celular Huh?.

El ensayo de funcionalidad mitocondrial mediante MTT nos sugiere fuertemente que
dicho proceso se encuentra comprometido, pero para ganar mas certeza sobre los
efectos que induce el GDF11 sobre la funcionalidad mitocondrial, especificamente
sobre el metabolismo energético, se analizaron parametros como ECAR, mediante la
medicion de la produccion de lactato, indicandonos los efectos sobre la glucolisis y
OCR, el parametro relacionado con la fosforilacion oxidativa, estos parametros fueron

medidos usando el equipo Seahorse Agilent.
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Las células que habian recibido el tratamiento con el GDF11 por 72 h, como se puede
observar en la grafica, se muestra la disminucion del parametro ECAR, observando
ademas una disminucidon en la respuesta de las células en presencia de glucosa,
resultado que ademas muestra que las células presentan la disminucién en el
glucolisis, aunado a la disminucidn en la capacidad glucolitica. Mientras que las células
del grupo control muestran una actividad glucolitica mejor, lo cual se relaciona con la
capacidad proliferativa alta, una de las principales caracteristicas de las células

cancerosas (Fig. 7C y 7D).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. C) ECAR,
determina la produccion de lactato y glucolisis en la linea celular Huh?.
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. D) ECAR,
determina la produccion de lactato y glucolisis en la linea celular Hep3B.

Las mediciones obtenidas del OCR, de las células que fueron tratadas con el GDF11
presentaron una disminucion en dicho parametro comparado con las células que no
recibieron el tratamiento. La respiraciéon mitocondrial basal fue normalizada restando
el OCR no mitocondrial esto en presencia del inhibidor oligomicina A, el cual se

observa disminuido de manera significativa en las células tratadas con el GDF11 (Fig.

7E).
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Fig. 7 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. E) OCR, medicion
de la fosforilacion oxidativa en las células Huh?.
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Fig. 7 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. F) OCR, medicion
de la fosforilacion oxidativa en las células Hep3B.

Estos resultados nos mostraron que el GDF11 esta jugando un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético, estos resultados se relacionan con la
disminucién en la proliferacion, debido a que el principal organelo encargado del
suministro de energia se encuentra comprometido, si bien, las mitocondrias en cancer
suelen mostrar una menor capacidad energética, el GDF11 esta aumentando los

efectos de la disfuncidon mitocondrial.

8.6 El GDF11 induce cambios transcriptomicos en la linea celular Huh7

Se realizé un analisis de secuenciacion masiva de ARN con la finalidad de obtener un
panorama global de los genes regulados de manera diferencial en las células Huh7
después del tratamiento con el GDF11 por 3 dias.

Los resultados mostraron que el tratamiento provoco la desregulacion de 32 genes,

mientras que 101 genes fueron sobreregulados (Fig. 8A 'y Anexo ).
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Por medio de un analisis no supervisado, mediante un mapa de calor se pudo observar
la separacion eficiente de ambos grupos (Control contra GDF11) (Fig. 8B).
Finalmente, un analisis de enriquecimiento mediante una ontologia genética (GO)
evaluada mediante el uso del programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis) nos mostré
que dentro de las principales rutas alteradas con el tratamiento del GDF11 se
encontraban aquellas relacionadas con el metabolismo del colesterol y su regulacion,
estrés del reticulo endoplasmatico entre otros procesos (Fig. 8C).
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Fig. 8 El GDF11 induce cambios transcriptomicos en la linea celular Huh7. A) Gréfica de
volcan. B) Analisis no supervisado (haet map), expresion diferencial entre las células control
contra las células tratadas con GDF11 por 72 h. Un total de 133 genes expresados
diferencialmente, 32 genes desregulados (en verde) y 101 genes sobreregulados (en rojo). C)
Andlisis de enriquecimiento. Principales rutas de sefializacién afectadas por el tratamiento del
GDF11 determinado mediante el software IPA.
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8.7 El GDF11 disminuye la capacidad de formacion de esferoides de las células
de HCC

Debido a que los resultados anteriormente presentados sugieren que el GDF11 induce
efectos antitumorigénicos, se realizé un ensayo de formacion de esferoides. Ambas
lineas celulares fueron tratadas con GDF11 cada 24 h por cinco dias.

Los resultados muestran que ambas lineas pierden la capacidad de formar esferoides,
ya que las células que estuvieron en presencia del factor de crecimiento formaron una
menor cantidad de esferoides (39% en las células Huh7 comparados con las células

controles) (Fig. 9A).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacién de esferoides de las células de HCC.
A) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacion de
esferoides de las células Huh7. Cada punto representa un experimento independiente, se
reporté la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p<
0.05vs NT
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Mientras que en las células Hep3B los resultados obtenidos fueron similares ya que
esta linea celular en presencia del GDF11 formo una menor cantidad de esferoides

(34% comparados con las células controles) (Fig. 9B).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacién de esferoides de las células de HCC.
B) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacion de
esferoides de las células Hep3B. Cada punto representa un experimento independiente, se
reportéd la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p<
0.05vs NT

También se pudo observar que los esferoides formados de las células que recibieron
el tratamiento con el GDF11 eran mas pequefios comparados con los esferoides que

no recibieron ningun tipo de tratamiento 25% para las células Huh7 (Fig. 9C) y 40%

para las células Hep3B (Fig. 9D).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacion de esferoides de las células de HCC.
C) Imagenes representativas de los esferoides de la linea Huh7 formados después de cinco
dias. D) Imagenes representativas de los esferoides de la linea Hep3B formados después de
cinco dias.

8.8 ElI GDF11 disminuye la expresion de algunos genes relacionados con
agresividad en las células de HCC

Si bien, con el ensayo de formacién de esferoides el resultado nos muestra el efecto
antitumorigénico ejercido por el GDF11, se midieron algunos de los principales genes
relacionados con agresividad mediante qRT-PCR. Como se puede observar, el
tratamiento provoco la disminucién de la cantidad de ARN mensajero de CD133,

CD24, CK19 y EpCAM, particularmente este ultimo fue disminuido de manera
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significativa solo en la linea celular Hep3B (Fig. 10B) en comparacion de la linea celular

Huh7, donde no se encontraron cambios de manera significativa (Fig. 10A).
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Fig. 10 El GDF11 disminuye la expresion de algunos genes relacionados con agresividad en
las células de HCC. A) linea celular Huh7, niveles de ARN mensajero de genes relacionados
con agresividad B) linea celular Hep3B, niveles de ARN mensajero de genes relacionados con
agresividad, la expresion de las células no tratadas es reportado como el promedio + SEM. ¥,

p<0.05vs NT

8.9 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial

Uno de los principales puntos a estudiar en cancer es la capacidad que presentan las

células para migrar y hacer metastasis, estos procesos mediados por la transicion

epitelial a mesenquimal (TEM), donde las células sufren procesos de perdida de

marcadores epiteliales, quienes son los encargados de mantener adheridas las células
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a sus sustratos, y con ello la ganancia de marcadores mesenquimales, los cuales se
encargan de permitir que las células migren. De acuerdo con el resultado de herida
cicatriz, que sugieren también el proceso de migracion, se decidié realizar una
inminofluorescencia de algunos marcadores del proceso de TEM. Como se puede
observar, el marcador Snail, un marcador mesenquimal, se encuentra disminuido con
la progresion del tiempo en presencia del GDF11, mientras que, al mismo tiempo, E-

Cadherina, un marcador epitelial se observa aumentado (Fig. 11A).

Para ganar mas certeza con el resultado, se usaron otros marcadores, nuevamente,
el marcador mesenquimal, N- Cadherina, se encuentra disminuido y Ocludina, otro de
los marcadores epiteliales se observa aumentado (Fig. 11B). Observando, ademas,
que el cambio en las células del proceso mesenquimal a epitelial se da a las 12 h. Por

lo que es importante realizar mas estudios enfocados en este tiempo.
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Fig. 11 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. Inmunofluorescencia determinada
por microscopia confocal de A) Snail y E- Cadherina. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes. Aumento original 360X.
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Fig. 11 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. Inmunofluorescencia determinada
por microscopia confocal de B) N- Cadherina y Ocludina. Imagen representativa de al menos
tres experimentos independientes. Aumento original 360X.
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Para corroborar los efectos sobre el proceso de TEM, se realizaron ensayos de
Western blot de los marcadores usados anteriormente (Fig. 11C). Como se puede
observar, se encontraron efectos similares, encontrando nuevamente que los
marcadores epiteliales se aumentan con el transcurso del tiempo y los marcadores
mesenquimales se ven disminuidos después de 72 h de tratamiento con el GDF11.
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Fig. 11 EI GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. C)Ensayo de Western blot muestra
las proteinas implicadas en el proceso de TEM. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes.

Estos resultados nos indican que el tratamiento con el GDF11 estad induciendo

transicion mesénquima epitelial, evitando asi el proceso de migracion por el cual pasan

las células para llevar a cabo una metastasis.

8.10 El GDF11 reprime la capacidad de auto renovacioén de las células de HCC

Para determinar si los efectos inducidos por el GDF11 se mantenian en las células, se
realizé un ensayo de formacion de colonias mediante un nuevo disefio experimental,
para ello, las lineas celulares se trataron con GDF11 (50ng/ml) cada 24 h por 72 h en

presencia o0 no de SFB, una vez terminado el tratamiento, las células fueron
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despegadas y sembradas nuevamente para la realizacion de experimentos extras,
dichos experimentos se realizaron sin la presencia del GDF11, estos fueron llevados
hasta 10 dias con la finalidad de observar los efectos que habia inducido el factor de
crecimiento y determinar si estos permanecen en las células una vez retirado el
tratamiento.

Los resultados obtenidos mostraron que las células Huh7 con el tratamiento previo de
GDF11 no lograron recuperar su capacidad para proliferar observando un menor
numero de colonias formadas comparado con las células que no recibieron el
tratamiento, sin encontrar diferencias significativas en aquellas células que recibieron

el tratamiento en presencia o no del SFB (Fig. 12A 'y 12B).
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Fig.12 EI GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. A) El
resultado muestras que las células Huh7 que recibieron el tratamiento con el GDF11 por 72 h
no recuperan su capacidad de formar colonias. B) Imagen representativa de las colonias. Cada
columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por
triplicado. * p< 0.05 vs NT (+/SFB), & p< 0.05 vs NT (-/SFB).
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En el caso de las células Hep3B, el resultado obtenido fue similar, ya que las células
que recibieron el tratamiento perdieron su capacidad de formar colonias, sin embargo,
los efectos fueron mas notorios cuando las células recibieron el tratamiento en

presencia de SFB (Fig. 12C y 12D).
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Fig. 12 El GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. C) El
resultado muestras que las células Hep3B que recibieron el tratamiento con el GDF11 por 72h
no recuperan su capacidad de formar colonias. D) Imagen representativa de las colonias. Cada
columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por
triplicado. * p< 0.05 vs NT (+/SFB)

Para corroborar los efectos observados en el ensayo de formacion de colonias se
realiz6 nuevamente un ensayo de formacion de esferoides con las células que habian
recibido el tratamiento del GDF11 por 3 dias, el experimento se realizé por 10 dias sin
que las células continuaran en presencia del estimulo del factor de crecimiento.

Como se puede observar, ambas lineas celulares que fueron tratadas previamente

perdieron su capacidad para formar esferoides, indicando nuevamente que los efectos
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que induce el GDF11 son antitumorigénicos ademas de preservarse en las células
después de 10 dias de ausencia del GDF11, indicando que el efecto que induce este
factor de crecimiento no es transiente (Fig. 12E — 12H).
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Fig. 12 EI GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. E) y G)
Ensayo de formaciéon de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la
formacién de esferoides de las células que habian recibido el tratamiento por 72 h. F) y H)
Imagenes representativas de los esferoides de las células que habian recibido el tratamiento
por 72 h. Cada punto representa un experimento independiente, se reporté la media + SEM
de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p< 0.05 vs NT. Imagenes
representativas de los esferoides de la linea Hep3B formados después de cinco dias.
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8.11 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC

Para corroborar el efecto del GDF11 sobre el proceso de migracion y ganar mas
certeza, se realizd un ensafio de migracion usando el modelo de membrana
corioalantoidea (CAM) de embriones de pollo. Para ellos se utilizaron huevos fértiles,
a los cuales se le transplantaron 1x108 de células Huh7 tratadas previamente o no con
GDF11 por 72 h y se colocaron sobre la CAM de los embriones. La figura 13A muestra
la morfologia normal de la CAM, sin la presencia de células, como un control. El circulo
amarillo muestra la posicion donde fueron colocadas las células. Los huevos con las
células fueron incubados a 37°C, después de dos y cuatro dias de haber colocado las
células sobre la CAM, esta fue removida y embebida en parafina para la realizacion de

los cortes y proseguir con los ensayos de inmunofluorescencia microscopia confocal.
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Camara de
aire

Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. A) Morfologia normal de la
CAM. Imagen representativa de al menos tres experimentos independientes.
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Camara de
aire

Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migracion de las células de HCC. B) Membrana con las células
sin tratamiento, muestra la migracion de las células. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes.
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Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. C) Membrana con células
tratadas con GDF11, se observan las células retenidas. Imagen representativa de al menos
tres experimentos independientes.

Con la finalidad de analizar el proceso de invasion, se prosiguio a analizar las muestras
de dos dias de incubacion. Los analisis microscopicos de las muestras de la CAM
revelaron que la mayoria de las células sin el tratamiento habian desaparecido (Fig.
13B), en comparacion con las células que habian recibido el GDF11, las cuales, como

se puede observar en la figura 13C aun se mantienen contenidas.
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Después de haber transcurridos los dos dias de incubacién con las células, se pudo
observar que los embriones habian muerto, este resultado solo pudo observarse en
los embriones que contenian las células que no habian recibido el tratamiento con el
GDF11, ya que los embriones con las células que recibieron el tratamiento

permanecieron vivos hasta que el experimento termino (Fig. 13D)
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Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migracion de las células de HCC. D) Gréfica de sobrevivencia
de los embriones, muestra que las células sin el tratamiento provoco la muerte de los

embriones en comparacion con los embriones que recibieron las células tratadas, los cuales
se mantiene vivos hasta el final del experimento.

Las zonas de la CAM cercanas a las células se puede observar una mayor expresion
de beta catenina (Fig. 13C) (flechas amarillas), posiblemente este efecto se deba a
una respuesta desplegada de las células por el tratamiento con el GDF11, el cual
siguiere ser un efecto de reprogramacion celular, este efecto no pudo ser localizado
en las muestras de las CAM con las células sin el tratamiento, este resultado sugiere
un proceso de degradacion de la membrana, lo cual da inicio al proceso de migracion,

este resultado se relaciona con las imagenes de las muestras de los cuatro dias, donde
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la mayoria de las células habian migrado. Ademas, de mostrarnos el inicio del proceso
de migracion de las células in vivo.

Con la finalidad de observar el proceso completo de migracion, se realizaron cortes de
muestras después de cuatro dias de incubacion, como se puede observar en la figura
13E, se muestran algunas células disgregadas, lo cual nos indica que las células han
migrado, mientras que en la figura 13F se pueden observar las células que recibieron
el GDF11 compactadas, lo que nos indica que las células no han migrado.

E) F)

GDF11

Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. E) Muestras de 4 dias de
incubacioén, se observan pocos vestigios de células debido al proceso de migracion. F)
Muestras de 4 dias de incubacion, se observan células retenidas en la membrana. Imagenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.

Con la finalidad de corroborar que las células habian migrado, se realizaron cortes de
las zonas distales de la membrana. En la figura 13G se pueden observar algunas

células, demostrando que estas habian llevado a cabo el proceso de migracion.

55



Mientras que en la figura 13H no se logran observar células en esta zona, nuevamente,
indicando que el tratamiento con el GDF11 induce la disminucion de los procesos de
migracion celular.

G) H)

Camara de aire Camara de aire

GDF11

Embrion Embrion

e

Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migraciéon de las células de HCC. G) Zona distal de la
membrana, se observa la presencia de las células no tratadas migrando. H) Zona distal de la
membrana, no se observa la presencia de las células que fueron tratadas previamente con el
GDF11. Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.

Con la finalidad de determinar el estado en el que se encontraban las células una vez
colocadas en el embridn, se realizé una tincién con el marcador Ki67, como se muestra
en la figura 13l, las células controles son positivas para la tincion, lo cual nos indica
que las células una vez colocadas en el embridn son capaces de proliferar, mientras
que las células que habian recibido el tratamiento con el GDF11 siguen arrestadas,
impidiendo el proceso de proliferacion, corroborando los resultados anteriores (Fig.

13J). La figura 13K muestra la densitometria de las imagenes tefidas con Ki67.
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Fig. 13 EI GDF11 disminuye la proliferacion de las células de HCC. |) Tincion de Ki67, muestra
la proliferacion de las células control en la CAM de los embriones de pollo. J) Tincién de Ki67,
muestra la proliferacion de las células que recibieron el GDF11 en las cuales la proliferacion
esta disminuida en la CAM de los embriones de pollo. K) Densitometria de la tincion de KI67.
Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.

8.12 El GDF11 disminuye la formacién de esferoides en otras lineas de cancer

Con la finalidad de analizar los efectos antitumorigénicos ejercidos por el GDF11 en
las lineas de HCC y determinar que este efecto no era solo en las lineas usadas, se
realizo el ensayo de formacién de esferoides usando otras lineas de cancer HepG2
(Fig. 14A), una linea de hepatoblastoma humano, Hepa1-6 (Fig. 14B), una linea de
cancer de higado de ratén, SNU-182 (Fig. 14C), otra linea de cancer de higado
humano, una linea de cancer de mama, MDA-MB-231 (Fig. 14D) y finalmente una linea

de cancer de pancreas, CAPAN1 (Fig. 14E).
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Fig. 14 El GDF11 disminuye la formacion de esferoides en otras lineas de cancer.

A) - E) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacién de
esferoides en otras lineas derivadas de cancer. Cada punto representa un experimento
independiente, se reporté la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes
por triplicado. & p< 0.05 vs NT. Imagenes representativas de los esferoides de otras lineas de
cancer.

Las lineas celulares fueron tratadas con GDF11(50 ng/ml) cada 24 h por cinco dias.
Como se puede observar, en todas las lineas celulares se observaron efectos similares
a los encontrados en las lineas Huh7 y Hep3B, donde el tratamiento provoco un menor
numero de esferoides formados.

Este resultado nos sugiere nuevamente que el efecto que induce el GDF11 es
principalmente sobre las células que presentan un fenotipo troncal, en el caso de las
células de cancer, este proceso ocurre aunado al grado de agresividad que presentan

las células.
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8.13 El GDF11 activa la sefalizacion de ERK1/2

Finalmente, para estudiar cual es el mecanismo que despliega el GDF11 y por el cual
las células derivadas de HCC estan disminuyendo su proliferacion celular, se analizé
mediante Western blot el estado de la proteina ERK, un miembro de la familia de las
MAPK, quien se ha reportado que juega un papel importante durante la progresién del
cancer.

Si bien, en la linea celular Huh7 no se logré detectar algun cambio (Fig. 15A), en la
linea celular Hep3B se logré apreciar la activacion de ERK1/2 a partir de los 5 minutos
y su inactivacion a partir de los 15 minutos (Fig. 15B).

Este resultado nos sugiere que el GDF11 esta afectando la senalizacion mediada por

ERK, provocando asi la disminucion en la proliferacion celular.

A) B)
NT 5 15 30 60 GDF11 (min) NT 5 15 30 60 GDF11 (min)
. [ R PR EE
ERK1/2 B | 42/44 kDa ERK1/2 | L LSS SR | 42/44 kDa
ACTINA lm.- 42 kDa ACTINA | gy e | 42 kDa

Fig. 15 El GDF11 activa la sefalizacion de ERK1/2. Ensayo de Western blot muestra la
activacion de ERK1/2. Imagenes representativas de al menos tres experimentos
independientes.

60



9. Discusion

El cancer de higado es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel
mundial, segun lo reportado por el NIH en su “Anual Report to the Nation of the Status
of Cancer, Part I: National Cancer Statistic’ en 2018, la tasa de incidencia y de
mortalidad por esta patologia ha ido en aumento en los ultimos afos.

Una de las principales causas a este aumento en las cifras es debido a que la deteccién
de dicha patologia suele ser en etapas avanzadas y esto es debido a la falta de
marcadores especificos.

Una de las alternativas para el tratamiento del cancer de higado es mediante la
intervencidn quirurgica para realizar un trasplante de dicho érgano, sin embrago, esta
alternativa terapéutica dificilmente suele ser una opcién viable, y esto es debido a la
falta de donadores.

El uso de tratamientos convencionales como la quimioterapia y radioterapia tienen
efectos prometedores como tratamiento contra el cancer, sin embargo, estos efectos
solo son presentados en las etapas tempranas de dicha patologia, ademas de ser
tratamientos altamente invasivos en los pacientes, por tal motivo, la calidad de vida a
la que se enfrentan suele ser mala.

La busqueda de nuevas alternativas terapéuticas o marcadores especificos para la
deteccion temprana de dicha enfermedad es uno de los principales objetivos en los
que nos encontramos trabajando, con la finalidad de proporcionar tratamientos que no

sean invasivos y sean efectivos.

61



La familia del TGF- 3 es uno de los principales factores de crecimiento que se han
estudiado en cancer, debido a los efectos que se han reportado que induce dicho factor
de crecimiento. Entre los efectos reportados en cancer, se ha demostrados que el
TGF- B provoca efectos citotdxicos sobre las células transformadas, ademas de inducir
efectos citoestaticos.

EI GDF11 es un miembro de la familia del TGF- B, el cual se ha vinculado con procesos
de regeneracion muscular, esto mediante la modulacidn de procesos relacionados con
la proliferacion y la diferenciacion celular. Estos efectos inducidos por el GDF11
principalmente se llevan a cabo en células troncales y estas son las caracteristicas que
presentan las células que conforman los tumores en etapas avanzadas.

Los resultados demostraron que el GDF11 estaba afectando a las dos lineas celulares
provenientes de un cancer de higado humano, esto mediante la activacién de las
principales proteinas implicadas en las rutas de sehfalizacion candnica de las familias
a las que pertenece el GDF11.

Como se pudo observar, en la linea celular Huh7 hay activacion de las proteinas
Smad2 y Smad3 mientras que las proteinas Smad 1/5 no muestra cambios, lo que
sugiere que los efectos encontrados en la linea celular Huh7 es mediada por la ruta
canodnica del TGF- B, ademas de sugerir que dicha linea celular solo cuenta con los
receptores encargados de activar las proteinas Smad antes mencionadas.

En el caso de la linea celular Hep3B, se pudo observar resultados similares a los
encontrados en la linea Huh7, la activacion de las proteinas Smad2 y Smad3, pero

sorprendentemente, también se observé activacion de las proteinas Smad1/5, esto
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nos sugiere que los resultados encontrados en esta linea celular no tienen preferencia
por alguna ruta de la familia a la que pertenece el GDF11. Este resultado también
sugiere la posibilidad de la presencia de los receptores canonicos para el TGF- By la
BMP en la linea Hep3B.

Otro de los efectos que se encontré con el tratamiento del GDF11 fue la disminucion
de la proliferacidon de las dos lineas celulares, sin embargo, estos efectos fueron mas
contundentes en la linea Huh7, donde en presencia o no de SFB la proliferacion
disminuy6 de manera significativa hasta las 72 h con el tratamiento.

Mientras que en la linea celular Hep3B, el efecto mas contundente se vio en el grupo
que recibio el tratamiento con el SFB. Estos efectos fueron corroborados mediante las
proteinas que se encargan de regular el ciclo celular, observando que el GDF11
provoca la desregulacion de los principales reguladores positivos de dicho proceso y
a su vez, la sobreregulacidon de uno de los reguladores negativos el ciclo como es p27.
Una de las posibles razones por lo cual la proliferacion se esta afectando, es debido a
que el GDF11 esta afectando la sefalizacién de una de las principales rutas de
sefalizacion que participan en la progresion del cancer, mediante el aumento en la
proliferacion celular. Como se pudo observar, el GDF11 esta impactando sobre la
activacion de ERK, quien después de 15 minutos esta disminuyendo su activacion sin
encontrar su activacion nuevamente incluso 60 minutos después del tratamiento con
el factor de crecimiento.

Si bien, el GDF11 no estaba induciendo efectos citotoxicos sobre las células, ya que

la viabilidad se encontraba sin cambios, si se encontraba afectado de alguna manera
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a las células, lo cual se observdé mediante la disminucion de la proliferacion, por tal
motivo se decidié estudiar el metabolismo de las células con el tratamiento, esto
mediante el ensayo de MTT y el uso del Seahorse, los resultados mostraron que las
células en presencia del factor de crecimiento presentan una alteracion sobre el
metabolismo de lipidos, especificamente sobre el metabolismo del colesterol, lo cual
se observo después de la realizacién de la secuenciaciéon de ARN, estos resultados
pueden explicar porque las células disminuyen su proliferacion, ya que una de las
principales rutas de sefalizacion que se encargan de proveer a las células de energia
se encuentran alteradas. Ademas, se observé que la presencia del GDF11 provoca la
alteracion de 133 genes, de los cuales 101 se sobreexpresaron y 32 fueron reprimidos.
Como se observé en los resultados de los esferoides, el GDF11 esta induciendo la
disminucién tanto en numero como en tamafo de los esferoides, esto nos indica que
el tratamiento esta induciendo efectos antitumorigénicos en ambas lineas celulares de
cancer de higado, ademas de encontrar que el GDF11 provoca la disminucion de los
principales genes relacionados con agresividad, especificamente con procesos de
diferenciacion, lo cual corrobora que el GDF11, en condiciones normales participa en
los procesos de diferenciacion celular como se ha reportado anteriormente (Egerman
et al., 2015; Sinha et al., 2014), encontrando especificamente en cancer la disminucion
de los genes usados como marcadores de agresividad.

El GDF11 participa en los procesos de migracién celular, esto se debe principalmente
a que dicho factor de crecimiento provoca la disminucion de marcadores
mesenquimales, quienes se encargan de permitir que las células puedan migrar, a su

vez, aumentan los marcadores epiteliales, quienes se encargan de mantener
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adheridas las células, por lo que este resultado contradice lo reportado anteriormente
(Pons et al., 2018; Williams et al., 2013) quienes indican que el GDF11 induce la
progresion de la migracion celular, encontrando ademas que el factor de crecimiento
provoca la disminucién del marcador E-Cadherina.

Estos resultados fueron corroborados mediante el ensayo de migracion usando el
modelo de la CAM, donde observamos que las células en presencia del GDF11
pierden sus capacidades para migrar, corroboran el ensayo de herida cicatriz, que
fuertemente nos sugirié una alteracion en el proceso de migracion.

Se pudo observar también, que las células una vez colocadas dentro de los embriones,
donde por el proceso de desarrollo en el que se encuentran los embriones existe una
produccion elevada de factores de crecimiento, aun asi, las células que habian recibido
el tratamiento con el GDF11 no lograron recuperar sus capacidades proliferativas,
comparadas con las células controles.

Los efectos inducidos por el GDF11 no son transientes, ya que las células que
recibieron el tratamiento por 72 h no recuperaron su capacidad de proliferacion, este
resultado se observo en el ensayo de clonogenicidad y de formacion de esferoides,
donde después de 10 dias sin la presencia del GDF11 continuan de alguna manera
arrestadas.

Si bien, los resultados muestran el efecto antitumorigénico ejercido por el GDF11,
mediante un analisis de secuenciacion de ARN se pudo observar la expresion
diferencial de algunos genes, entre ellos se observaron alteraciones en genes

relacionados con el metabolismo del colesterol, lo cual explica los efectos observados,
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debido a que el colesterol es una de las principales moléculas encargadas de proveer
energia a las células ademas de un incremento en la resistencia a la muerte celular.
Finalmente, los efectos que fueron encontrados en las lineas celulares de HCC se
observaron también en otras lineas derivadas de diferentes tipos de cancer,
encontrando que el tratamiento con el GDF11 provoco la disminucién en la formacion
de esferoides. Estos resultados nos corroboran una vez mas que el principal blanco
del GDF11 son las células troncales, en el caso especifico de las células cancerosas,
éstas durante su proceso de progresion, adquieren caracteristicas similares a las
células troncales, este proceso esta estrechamente relacionado con el grado de
agresividad que presentan las células cancerosas.

En conclusion, el GDF11 induce efectos antitumorigénicos en las células derivadas de
cancer de higado, mediante la desregulacion de proteinas encargadas de regular la
progresion del ciclo celular, reflejandose en la disminucidn de la proliferacion de las
células. Ademas, el tratamiento con el GDF11 provoca la disminucion de las
principales caracteristicas de agresividad que presentan las células, como son la
disminucion en la migracion celular, la disminucion de genes relacionados con

agresividad y por ultimo alteraciones en el metabolismo energético.
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11. Anexos

11.1 Anexo |

Genes diferencialmente expresados por RNA-seq de células Huh7 no tratadas vs

células tratadas con GDF11 por 72h.

Gene Symbol | log2FoldChange pvalue
LGALS14 3.921469019 3.53E-261
LEFTY2 3.687024639 1.06E-26
LG4 3.490888727 8.56E-35
COMP 2.747552515 9.82E-25
NPNT 2.713387978 5.13E-232
ADAMTS16 2.647553308 1.30E-45
PREX2 2.569974521 1.75E-20
TNNI2 2.488468809 2.20E-17
CYP27C1 2.470734906 5.01E-21
LAMP3 2.466356076 4.10E-18
INHBE 2.452467137 6.39E-48
LOXL4 2.428604852 2.17E-198
SLC2A3 2.376173926 8.30E-22
UACA 2.37336341 1.85E-216
HOXD10 2.341004559 1.93E-34
ANGPTL2 2.339207786 4.82E-36
PNCK 2.338519511 1.09E-22
DPYSL3 2.324217136 7.81E-39
TMPRSS6 2.284219761 5.99E-35
FXYD3 2.246128235 3.23E-14
ROCK1P1 2.236023786 1.63E-57
FBN1 2.187855546 5.76E-33
ABCA5 2.180522535 4.23E-87
NCF2 2165376117 1.69E-42
MUC4 2.154113058 3.96E-10
BRINP2 2.145535665 4.69E-35
IGF2 2.145324365 3.52E-14
ELN 2.135058095 7.67E-10
MUC6 2124994446 2.19E-11
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CCDC114 2.117616995 7.32E-10
FCRLA 2.068443888 8.20E-10
TBX15 2.035915515 1.00E-30
AKR1D1 2.022713664 3.31E-32
HERPUD1 2.01607821 4 49E-47
H2AFY?2 2.009538684 5.22E-42
HSPA5 1.949514938 3.02E-18
MAP4K4 1.920309378 4.85E-145
CPAG6 1.90940687 3.76E-41
KSR2 1.902561407 1.45E-08
NFASC 1.894703438 2.23E-09
DNAH17 1.891291946 1.63E-15
MUC12 1.88025976 1.38E-13
NEBL 1.877571261 4.53E-23
PALMD 1.873603078 1.82E-43
BIRC7 1.861189535 5.29E-08
ADAM18 1.845354175 9.14E-08
THSD7B 1.836839641 7.64E-09
CACNA1I 1.807888686 4.57E-09
MUC16 1.788859558 3.84E-09
HOXD11 1.770701533 8.34E-10
HAO2 1.769695508 3.80E-11
HR 1.768831463 3.54E-08
SCARA5 1.756851385 6.87E-08
TNR 1.755585331 3.91E-09
VLDLR 1.745466075 5.29E-44
LGR5 1.743793568 6.26E-36
FAT2 1.730028538 9.07E-14
TMIE 1.715156511 8.26E-11
COL3A1 1.707350978 4.57E-18
CRMP1 1.707206198 1.03E-08
LINC00626 1.702047953 3.77E-07
COLG6A3 1.684020112 1.04E-07
NRP2 1.658978033 9.19E-18
VATIL 1.658095383 8.47E-28
SLC38A4 1.657462088 7.81E-61
TFCP2L1 1.657241066 1.69E-08
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RYR1 1.65532021 3.85E-07
CTCFL 1.651149779 3.91E-09
SLC17A2 1.647355437 5.96E-07
DDIT3 1.642562624 2.27E-22
ERICH2 1.641813038 1.25E-12
MUC17 1.633344068 2.94E-08
INHBC 1.628561448 2.00E-11
RASGRF1 1.621020225 2.83E-06
TSPAN2 1.620255918 2.39E-11
GRAMD1B 1.619594262 4.80E-07
USH2A 1.610606432 1.09E-24
LOC100505570 1.607861636 7.57E-07
EGFLAM 1.604269324 1.00E-06
SYT12 1.60131133 3.69E-16
ADGRG1 1.595839165 1.01E-09
SDAD1P1 1.595801649 2.96E-08
PLOD2 1.588643143 1.21E-46
AKAP9 1.586904882 8.35E-35
CD244 1.584133714 3.22E-06
GRIN2B 1.583927447 4.44E-09
NODAL 1.579142937 6.48E-07
SPOCK3 1.575663235 1.33E-21
ARG1 1.570875587 9.63E-12
MUCS5B 1.568495098 1.13E-06
SSUH2 1.567813132 2.40E-11
SLC17A1 1.56688722 6.87E-12
DDIT4 1.550565301 1.10E-12
DCDC1 1.535536328 8.26E-13
LINCO0607 1.535457271 9.33E-08
ESRP1 1.52514354 9.88E-15
COL4A4 1.524387072 4 95E-07
HPX 1.516843773 1.96E-13
SUSD4 1.514676264 9.53E-08
LOC101927476 1.504933399 4 12E-06
TGM2 1.503268181 3.89E-24
GDA -1.528488074 3.00E-41
NQO1 -1.532507828 2.55E-38
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CEBPD -1.559862342 8.04E-25
RNU1-4 -1.569737269 | 0.003581296
HMGCS1 -1.572736881 4.05E-28
DHCRY -1.604743325 1.02E-15
ID3 -1.635236286 2.89E-14
FASN -1.640033605 1.47E-16
LDLR -1.660673068 4.87E-32
UCA1 -1.683039475 1.35E-15
GPX2 -1.72467583 1.97E-40
AGR2 -1.726754148 5.96E-35
RELN -1.732237464 2.98E-46
C4BPA -1.736620543 2.49E-22
SLPI -1.819627376 8.63E-10
PCSK9 -1.837419153 7.00E-14
DUSP5 -1.891144348 3.21E-52
REG1A -1.985463268 7.09E-23
INSIG1 -1.993474499 2.30E-32
SERPINC1 -2.037707054 9.74E-10
PIGR -2.144615136 4 15E-11
SAA1 -2.159203684 1.72E-09
RAMP1 -2.184992954 3.79E-18
CEACAM7 -2.246612681 5.49E-18
CEACAMG -2.328163629 4.73E-11
LYZ -2.332004714 1.23E-13
MAGEA11 -2.335203017 4.74E-11
FJX1 -2.431089774 1.53E-16
PCDH20 -2.554797019 4.66E-45
NTS -2.668937049 4 98E-75
PI3 -2.716861907 1.79E-28
CXCL5 -2.954990498 2.30E-132
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Growth differentiation factor 11 (GDF11) has been characterized as a key regulator of differentiation in cells that
GDF11 retain stemness features, despite some controversies in age-related studies. GDF11 has been poorly investigated
Huh? cells in cancer, particularly in those with stemness capacity, such as hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most
S:llccycle aggressive cancers worldwide. Here, we focused on investigating the effects of GDF11 in liver cancer cells.

GDF11 treatment significantly reduced proliferation, colony and spheroid formation in HCC cell lines.
Consistently, down-regulation of CDK®6, cyclin D1, cyclin A, and concomitant upregulation of p27 was observed
after 24 h of treatment. Interestingly, cell viability was unchanged, but cell functionality was compromised.
These effects were potentially induced by the expression of E-cadherin and occludin, as well as Snail and N-
cadherin repression, in a time-dependent manner. Furthermore, GDF11 treatment for 72h induced that cells
were incapable of sustaining colony and sphere capacity in the absent of GDF11, up to 5 days, indicating that the
effect of GDF11 on self-renewal capacity is not transient. Finally, in vivo invasion studies revealed a significant
decrease in cell migration of hepatocellular carcinoma cells treated with GDF11 associated to a decreased
proliferation judged by Ki67 staining. Data show that exogenous GDF11 displays tumor suppressor properties in
HCC cells.

Liver cancer
Hep3B cells

1. Introduction

Liver diseases represent one of the main challenges in public health.
Changes in human habits tend to increase the prevalence of severe liver
diseases, such as steatohepatitis, cirrhosis, viral hepatitis and liver
cancer [1]. Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most pre-
valent and aggressive tumor worldwide with high rate of postsurgical
recurrence [2-4], and despite the outstanding progress made in the last
decade in identifying new therapeutic approaches to target canonical

proliferation and survival pathways, the potential use of non-canonical
molecules and the molecular basis of their anti-proliferating activity are
currently being studied directed to provide new therapeutic targets [5].

Growth differentiation factor 11 (GDF11) is a member of the sub-
family of the bone morphogenic proteins, and of the superfamily of the
transforming growth factor beta (TGF-f). GDF11 is critical for orga-
nogenesis and development, particularly for skeletal system. Knock-out
for mouse Gdf11, or for the furin-like convertase (Pcsk5), which acti-
vates GDF11 to a mature form, results in skeletal development defects
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and lethality in uterus [6,7].

Recently, some controversies have emerged about the effects of
GDF11 in rejuvenation process [8]. While some groups report that
GDF11 expression reduces with age, and its restoration induces pro-
liferation and differentiation of progenitor cells (satellite cells) in the
skeletal [9] and cardiac muscle [10], reversing the age-related hyper-
trophy, others state that GDF11 significantly inhibits muscle re-
generation and decreases satellite cell expansion in mice [11,12]. This
debating question is also associated with the great similarity of GDF11
with myostatin (or GDF8) and the poor specificity of some commercial
antibodies [13]. Aside of these controversial functions of GDF11 in age-
related disorders, both outlooks have in common that cells, with some
stemness properties, are targeted by the GDF11, notably in develop-
ment process [14-16].

Given that cancer cells, with stemness features, are recognized as
key therapeutic target, due to their capacity of sustained proliferation
and migration, possibly driving tumor progression and resistance to
treatment, we aimed at figure out the effects of GDF11 in HCC-derived
cell lines. Although some studies revealed that GDF11 expression cor-
relates with poor prognosis in colorectal [17] and breast cancer [18], it
has been poorly studied in this kind of disease. Recently, Bajikar and
collaborators [19] reported that GDF11l exerts tumor suppressive
functions in triple-negative breast cancer cells. Loss of function of
GDF11 in breast cancer has been notably related to deficient maturation
due to the convertase PCSK5, which activates bioactive GDF11 from its
immature form. The present study is the first one related to liver cancer
and provides evidence that GDF11 could be a good candidate for new
therapeutic options.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

Huh7, Hep3B, Hepal-6, HepG2, SNU-182 and MDA-MB-231 cell
lines were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA). Cells were cultured in William's medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS, Hy-Clone, Logan, UT, USA),
100 U/ml ampicillin and 100 ug/ml streptomycin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Cells were maintained at 37 °C in a 5%
CO, and 90% humidity atmosphere. Cells were plated in plastic culture
bottles (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). All cell lines were my-
coplasma free.

2.2. Main experimental design

Cells were exposed to 50 ng/ml GDF11 [20] for different times.
GDF11 was added to culture media every 24 h and cells were recovered
after 72 h for experiments, as depicted in Supplementary Fig. 1A.

In order to determine whether GDF11 effects are not transient, and
remain after growth factor withdrawal, we performed additional ex-
periments, in which cells were treated every 24h up to 72h, then
harvested and re-plated without GDF11. Spheroid and colony formation
were evaluated up to 5days in the absent of GDF11 (Supplementary
Fig. 1B).

2.3. Western blotting

Western blot was conducted as we previously reported [21]. PVDF
membranes were probed with specific antibodies as described in the
Supplementary Table 1. Horseradish peroxidase-conjugated antibodies
were used according to the primary antibodies. Blots were exposed
using Super Signal West Pico Chemiluminescent substrate (Pierce Bio-
technology, USA). Signal was detected using Gel Logic 2500 (Kodak,
Rochester, NY, USA).
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2.4. Immunofluorescence assays

Immunofluorescence was conducted as previously reported [22],
briefly, cells were treated for different times with GDF11, and then
fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS).
Samples were permeabilized with 0.01% (v/v) Triton-X 100 for 30 min
and blocked with 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in PBS for
30min and subsequently incubated with primary antibodies anti-oc-
cludin (Santa Cruz Biotechnology 81812, dilution 1:100), anti-snail
(Santa Cruz Biotechnology 28199, dilution 1:100), anti-E-cadherin
(Santa Cruz Biotechnology 21791, dilution 1:100) and anti-N-cadherin
(Santa Cruz Biotechnology 59987, dilution 1:100). Nuclei were coun-
terstained with 1 pg/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-
Aldrich). Images were obtained using a multi-photon confocal micro-
scope (Carl Zeiss LSM-780 NLO, Oberkochen, Germany).

2.5. Cell proliferation

Cell proliferation was addressed by CCK-8 kit (Dojindo Lab,
Kumamoto, Japan), following manufacturer's instructions.

2.6. Spheroid formation

Cells were seeded in six-well low attachment plates (Millipore-
Sigma, Saint Louis MO, USA). The cultures were supplemented every
24 h with 50 ng/ml of GDF11 for five days. The spheroids were counted
and photographed using an inverted microscope Carl Zeiss VERT.A1.

2.7. Wound-healing assay

Cells were seeded in six-well plates to approximately 90% of con-
fluency. In each well a couple of wounds were created with a 20 pl
pipette tip. Plates were washed three times with PBS to remove de-
tached cells. Subsequently, media were added supplemented or not
with FBS in presence or absent of GDF11.

The healing response was monitored every 24h up to 72h when
photography register was performed.

2.8. Cell functionality by MTT assay

Cell functionality was addressed by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, using the Vybrant
MTT Cell Proliferation Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), following
manufacturer's instructions.

2.9. Clonogenic assay

After 72 h under GDF11 treatment, 1 x 103 cells were seeded into 6-
well plates in triplicate and maintained in GDF11-free media, in pre-
sence or absent of FBS. After 10 days, colonies were stained with crystal
violet, photographed and counted.

2.10. Invasion study using a chick embryo chorioallantoic membrane
(CAM) assay

Chick embryo CAM model was used to study invasion properties,
following previous method reported by our group and others [23-25].
Briefly, ten fertile chick (Gallus domesticus) eggs (ALPES SA Farms,
Puebla, Mexico) were randomly separated in two groups. Eggs were
incubated at 37.8°C and 60% humidity up to 22 HH of embryo stage
development. Then, shells were wiped with 70% ethanol, and 1 cm?
window was done. The vitelline membrane was dissected and 1 x 10°
cells, treated or not with GDF11 for 72 h and labeled with vibrant CFDA
SE cell tracer kit (Thermo Fisher Scientific), were introduced onto the
CAM, in the convergence of two blood vessels, using 30 pl of Matrigel
(Sigma-Aldrich) as substrate. The window in the shells was covered
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Fig. 1. HCC cells respond to GDF11 treatment activating Smad3 with no effects on cell viability. Huh7 and Hep3B cells were treated for different times with GDF11
(50 ng/ml). A) Western blot analysis of the Smad3 phosphorylation. Actin was used as loading control. B) Time-course analysis of cell viability determined by crystal
violet staining, cadmium chloride (CdCl,, 5uM for 6 h) was used as positive control (PC). Each column represents the mean + SEM of at least four independent
experiments carried out by triplicate. C) Cell morphology under GDF11 treatment at 72 h, cells were treated every 24 h with GDF11 up to 72 h. Representative images

of at least four independent experiments. Original magnification 200 x.

with sterile adhesive tape and eggs were incubated as above for 2 and
4 days. CAM were recovered and immediately fixed with 4% paraf-
ormaldehyde in PBS. Paraffin sections (5pm) were obtained for im-
munofluorescence using anti-beta-catenin antibody (Cell Signaling
#9562). Proliferation was addressed by immunofluorescence using
anti-Ki67 antibody (abcam 15580; dilution 1:100). Nuclei were coun-
terstained with 1pg/ml DAPI. Images were acquired using a multi-
photon confocal microscope (Carl Zeiss LSM-780 NLO).

2.11. Real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (qQRT-PCR)

One pg total RNA was reverse transcribed in 20 pl reaction volume
with a SuperScript (Invitrogen Corp.) first-strand synthesis kit ac-
cording to the manufacturer's instructions. Oligonucleotide primers
were designed using Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/
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primer3/) as describe [26]. The qRT-PCR analysis was performed
with a CFX96 Touch (Bio-Rad) thermal cycler in a 96-well reaction
plate. The 10 pl PCR reaction mix contained 5pl 2 SYBR Green PCR
Master Mix (Bio-Rad), 200 nM of each primer, and 1 pl cDNA template.
Reactions were incubated for 10 min at 95 °C followed by 40 cycles of
30s at 95°C and 60s at specific primer temperature. The expression
level of ribosomal protein S18 (rs18) was used as reference. Relative
gene expression levels were calculated using the formula 2(™24C9,
Primer sequences are listed in Supplementary Table 2.

2.12. Protein quantification
The protein content was determined by using the bicinchoninic acid

method (BCA, Pierce, Thermo Fisher Scientific), following the manu-
facturer's instructions.
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2.13. Statistical analysis

The results are presented as the average of at least three in-
dependent experiments. A One-way ANOVA followed by Tukey post-
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test was performed for the analysis of cell viability, mitochondrial
functionality by MTT, number of spheroids and number of colonies in
cell sensitization experiments whit GDF11. t-Student test was per-
formed for the analysis of the numbers of spheroids.
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Fig. 2. GDF11 impairs proliferation, migration and cellular function. A) Huh7 cell proliferation addressed by CCK-8 in the absent or the presence of fetal bovine
serum (FBS). B) Wound-healing assay, Huh7 cells were treated every 24 h with GDF11 up to 72 h. Representative images of at least four independent experiments. C)
Western blot of the main cell cycle proteins and densitometric analysis. D) Hep3B cell proliferation addressed by CCK-8 in the absent or the presence of FBS. Each
point represents the mean + SEM of at least four independent experiments carried out by triplicate, F) wound-healing assay, Hep3B cells were treated every 24 h
with GDF11 up to 72 h. Representative images of at least four independent experiments. G) Mitochondrial functionality by MTT assay in HCC cell lines, each column
represents the mean = SEM of at least three independent experiments carried out by triplicate. Images are representative of at least three independent experiments.

*,p < 0.05 vs NT cells at 72 h.

1543



M. Gerardo-Ramirez, et al.

D)

Serum free

Cell number

J
72

F)

(h) GDF11

Cell number

BBA - Molecular Basis of Disease 1865 (2019) 1540-1554

FBS
- NT

-=- GDF11

35000+
30000+
25000+
20000+
15000+

72 (h)GDF11

72 h

G)
Huh? cell line

150+

100+

50+

(% vs NT)

Mitochondrial Functionality by MTT

NT 12 24 48 72 (h) GDF11

Hep3B cell line

150+

(% vs NT)
=
g

33
<

Mitochondrial functionality by MTT

<

72 (h) GDF11

NT

12 24 48

Fig. 2. (continued)

3. Results
3.1. HCC cells respond to GDF11 treatment by activating Smad3

To figure out whether HCC-derived cells respond to GDF11, Huh7
and Hep3B cells were treated with 50 ng/ml GDF11 up to 60 min.
Activation of the canonical signaling pathway was addressed by im-
munoblot of Smad3. Fig. 1A shows that Smad3 is rapidly activated by
phosphorylation 5 min, in Huh7 cell line, and 30 min in Hep3B cell line,
after GDF11 treatment. Activation remains up to 60 min. To explore
impact in cell viability, Huh7 and Hep3B cells were treated at different
times with GDF11. Time-course analysis up to 72h of treatment de-
monstrates that GDF11 has no significant impact on cell viability
(Fig. 1B), while CdCl, (5uM, 6h), used as a positive control, reduces
cell viability. In addition, morphology inspection of cell culture at 72 h
revealed small changes in cells, including a flat-like phenotype and a
decrease in cell density in both cell lines (Fig. 1C).
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3.2. GDF11 impairs cell proliferation and cycle progression

Next, we decided to address cell proliferation; although no sig-
nificant effect was observed on cell viability, GDF11 was shown to
decrease Huh7 cell proliferation starting after 48 h GDF11 treatment
and being statistically significantly at 72 h in the absence or presence of
FBS (Fig. 2A), which was used as a competitor. In addition, a wound-
healing assay revealed an impaired repair process at 72 h under GDF11
treatment compared with untreated cells (Fig. 2B). The analysis of the
content of key cell cycle proteins shows that positive regulators such as
Cyclin A, Cyclin D1 and CDK6 decreases in a time dependent manner,
while CDK inhibitor p27 increases (Fig. 2C). Consistent with results
observed in Huh7 cells, Hep3B cells under GDF11 treatment showed
similar effects in cell proliferation (Fig. 2D) and wound-healing assay
(Fig. 2F). Although viability was not affected in both HCC-derived cell
lines, cell functionality, evaluated by MTT assay was significantly de-
creased starting after 24 h of treatment, in Huh7 cells, and 48h in
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Fig. 3. GDF11 decreases spheroid formation capacity and the expression of genes related to aggressiveness. A) Spheroid counting at 72 h, Huh7 and Hep3B cells were
treated every 24 h with GDF11 (50 ng/ml) up to 72 h, each point represents an independent experiment, we reported the median
experiments. Images are representative of at least ten independent experiments, original magnification 100 X . &, p < 0.05 vs NT cells at 72 h. B) Messenger RNA

levels of key genes related to cancer aggressiveness, relative expression to not treated (NT) cells is demonstrated as means *
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Hep3B cells, explaining the effects observed in proliferation and
wound-healing (Fig. 2G).

3.3. GDF11 decreases spheroid formation capacity and the expression of
genes related to aggressiveness

Previous results strongly suggest that GDF11 exerts tumor sup-
pressive effects. To gain more evidence, we performed studies of

A)

BBA - Molecular Basis of Disease 1865 (2019) 1540-1554

spheroid formation under GDF11 treatment every 24 h for 5 days. Cells
treated with GDF11 exhibited fewer spheroids at day 5 (39%, in Huh7
cells; and 34% in Hep3B), as compared with untreated cells at the same
time (Fig. 3A). Even more, spheroids observed under the GDF11
treatment were smaller (25% in Huh7 cells; and 40% in Hep3B) than
those formed in the absent of treatment.

The analysis of the expression of some of the key well-characterized
markers of cancer cell aggressiveness, revealed an increment of
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Fig. 4. GDF11 promotes mesenchymal to epithelial transition. A) Time-course analysis by Western blot of representative epithelial (E-cadherin and occludin) and
mesenchymal (Snail and N-cadherin) markers in Huh7 cells treated with GDF11 (50 ng/ml) and, B) corresponding densitometric analysis. Each column represents the

mean

+ SEM of at least three independent experiments carried out by triplicate. Images are representative of at least three independent experiments.

*p<0.05vs

NT cells. Immunofluorescence determined by confocal microscopy of C) Snail and E-cadherin content and, D) N-cadherin and occludin content. Images are re-
presentative of at least three independent experiments. Original magnification 360 X .
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Fig. 4. (continued)

messenger RNA of CD133, CD24, CK19 and EpCAM particularly, the
last one was significantly diminished only in Hep3B with no changes in
Huh7 cells (Fig. 3B).

3.4. GDF11 promotes mesenchymal epithelial transition

Next, we decided to address the expression of some mesenchymal
and epithelial key markers in cells under GDF11 treatment. The im-
munoblot revealed a decrement of mesenchymal markers, such as Snail
and N-cadherin, and the increment of epithelial markers, such as oc-
cludin and E-cadherin, in a time-dependent manner (Fig. 4A and B),
interestingly mesenchymal markers remain below levels of not treated
cells, while epithelial markers decrement peaked at 24 h and then de-
creased to control values. To gain more confidence of these data, we
analyzed the content of these proteins by immunofluorescence, Fig. 4C
and D show the colocalization of Snail and E-cadherin; and N-cadherin
and occludin, respectively, in both cases the expression of the me-
senchymal proteins (Snail or N-cadherin) was considerably diminished,
and the epithelial ones was increased, confirming the immunoblot ex-
periments. Similar results were obtained in Hep3B exhibiting an in-
crement in the expression of E-cadherin and occludin, and decrement in
N-cadherin, in a time-dependent manner (Supplementary Fig. 2).
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3.5. The effects elicited by GDF11 for 72 h of treatment remain in the
absence of the factor

To figure out whether the effects displayed by GDF11 induce a long-
lasting or a transient cellular reprograming, cells were treated with
GDF11 every 24 h for three days then, cells were harvested and pro-
cessed to explore the capacity of colony and spheroid formation for five
days, in presence or absence of serum as competitor. Fig. 5A shown that
Huh7 cells treated with GDF11 remarkably decreased the ability to
form colonies, in the presence or absence of FBS. Similarly, spheroid
formation was significantly diminished in both cell lines (Fig. 5B and
C), interestingly a better effect was observed in Huh7 cell line practi-
cally abrogating the spheroid formation capacity. Serum supple-
mentation in the media did not rescue cells from the static phenotype
(Supplementary Fig. 3), but the number of spheroids were different in
the presence or absent of FBS in NT cells. Reprogramming experiments
showed that cells exposed to GDF11 were unable of sustaining their
colony and sphere forming capacity, indicating that the effect of GDF11
on self-renewal capacity is not transient.

3.6. GDF11 impairs invasion capacity

To address one of the key hallmarks of malignancy, we assayed
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invasion property in cells treated or not with GDF11. 1 X 10° cells were
grafted in the CAM of the chick embryo (Fig. 6A). Fig. 6C shows the
complete control CAM with no cells, in order to observe normal mor-
phology of the CAM. Cells were grafted in the area labeled with the
yellow circle; the eggshell was covered with sterile tape. After two or
four days of incubation at 37 °C, the CAM was recovered fixed and
paraffin embedded for immunofluorescence and confocal microscopy.
We started exploring the effect at day four; at this time we observed
embryo lethality only with not treated cells (Fig. 6B). Microscopy in-
spection revealed few disaggregated not treated cells remaining in the
grafted zone (Supplementary Fig. 4A, white arrows), and some cells
were observed in the distal zone of the CAM (green cells), indicating an
ongoing invasion process (Supplementary Fig. 4C). The same experi-
mental setting with GDF11 treated cells revealed some significant
compacted aggregates of cells (Supplementary Fig. 4B, yellow arrow
heads), and some of them in transit (Supplementary Fig. 4B, white ar-
rows). No cell was detected in the distal CAM (Supplementary Fig. 4D).
Remarkably, chick embryos in the eggs inoculated with GDF11 treated
cells were still alive (Fig. 6B).

In order to analyze the invasion process at an early time point, we
decided to incubate the eggs only for two days. Microscopic analysis of
the complete CAM revealed that most of the untreated cells were gone
(Fig. 6D). In fact, some of chick embryo dies also at this time, however,
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cells treated for three days with GDF11 remained covered by the CAM
and cell localization suggests an attempt of migration, but most of the
cells still there (Fig. 6E). The CAM zones near to the cell cumulous
strongly express beta catenin (yellow arrow, and figure inset), probably
as a response to Huh7 cells reprograming induced by GDF11; in com-
parison, beta catenin expression in CAM with non-treated cells, was
weak, suggesting degradation. In order to address the cell proliferation
status in the invasion experiment, we proceeded to detect Ki67 protein
content by immunofluorescence; Fig. 6F shows more proliferating cells
in CAM grafted with not treated Huh7 cells comparing with those under
GDF11 treatment; remarkably, Ki67 positive cells were more abundant
in the lower zone of the CAM, indicating more proliferative capacity
(yellow arrow; Fig. 6F).

To corroborate the GDF1l-induced invasion restriction, we per-
formed the CAM experiment using Hep3B cells. The results depicted in
Supplementary Fig. 3E show disaggregated not treated cells in the en-
graftment zone, cells seems to be disabled to form cell to cell interac-
tions, in comparison with GDF11 treated cells that exhibited a well
compacted cell cumulous with well defined cell interactions, the vas-
cular zone exhibited not treated cells in blood vessels, effect that was
absent in GDF11-treated cells, interestingly, the tumor was well de-
limited (white arrows, Supplementary Fig. 4), suggesting that treated
cells were able to degrade the basal membrane, as observed in an in situ
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Fig. 5. The effects elicited by GDF11 remains in the absent of the growth factor. Cells were treated every 24 h with GDF11 (50 ng/ml) up to 72 h, after that, cells were
harvested and we proceeded to analyze: A) colony formation and, B) spheroid formation with deprivation of GDF11. Experiments were conducted in the presence or
absence of fetal bovine serum (FBS). For the number of colonies each column represents the mean + SEM of at least three independent experiments carried out by
triplicate. Representative images of the six-well plates. For spheroid formation, each point represents an independent experiment; we reported the median = SEM of
at least nine independent experiments. *, p < 0.05 vs NT cells in presence of FBS (+FBS); & p < 0.05 vs NT cells in the absence of FBS (—FBS).

tumor. The distal zone in the experiment with not treated cells shows
many disaggregated cells in the CAM, in comparison of the GDF11
experiment with few cells; remarkably, the size of this zone was thicker
than that with not treated cells. Thus, these data strongly suggest that
GDF11 significantly reduces invasive property.

3.7. GDF11 decreases spheroid formation in other cancer cell lines

Finally, to corroborate that the tumor suppressive effects displayed
by GDF11 are not restricted to Huh7 and Hep3B cell line, we treated for
three days the human hepatoma cell line HepG2 (Fig. 7A), the mouse
HCC cell line Hepal-6 (Fig. 7B), the human breast cancer cell line
MDA-231 (Fig. 7C), and the human HCC cell line SNU-182. In all cases,
GDF11 significantly decreases spheroid-forming capacity, suggesting a
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conserved effect among cancer cells with some stemness phenotype.

4. Discussion

HCC accounts for 90% of primary liver cancer, with increasing new
cases every year, raising a warning worldwide [4,27]. Although, some
therapeutic options are currently well established, such as sorafenib
administration for advanced tumors, local ablation or resection, these
options only provide some limited benefits in terms of patient survival.
Besides, liver transplantation remains a great challenge due to the
limited number of donors.

Investigation of signaling pathways involved in the control of pro-
liferation, survival or the metabolism of cancer cells is crucial to define
novel alternative therapeutic approaches.
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Fig. 6. GDF11 impairs invasive capacity. The chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) model was used to address the invasion capacity as specified in
Material and Methods. 1 x 10° cells treated or not with GDF11 for 72 h, were engrafted in the top of the CAM in 30 ul of Matrigel. A) Schematic representation of the
model used in the study. B) Survival plot of the chicken embryo, n = 6 in each treatment. C) Representative confocal image composition of the control complete
CAM, the yellow circle indicates the place were cells were placed. D) Confocal microscopic inspection of the entire CAM that received not treated Huh7 cells. E)
Confocal microscopic inspection of the entire CAM that received GDF11 treated Huh7 cells for 72h. CAM is identified by immunofluorescence of beta catenin
(membrane in green, yellow arrows), DAPI was used for nuclei identification, Huh7 cells were traced with Vybrant CFDA SE cell tracer kit (white arrows). F) Ki67
immunofluorescence, positive cells in green (Alexa flour 488), nuclei in red (propidium iodide). V, blood vessel. Images are representative of at least 6 eggs per

condition.

GDF11, a relatively new member of the TGF-[3 superfamily, has been
showed to display biological effects in a wide range of cell types. It is
particularly interesting that most of the cells that respond to GDF11
exhibit some degree of stemness phenotype [9,20]. Along this char-
acteristic, we hypothesized that this growth factor could exert some
effects in HCC-derived cell lines, particularly in those retaining stem-
ness features. It was reported that Huh7 cell line expresses some of the
key stemness markers, such as Nanog, Oct4 or Sox2. It has been also
reported that increased expression of these genes in Huh7 cells is re-
lated to the increment of stemness [28,29], particularly when cells are
forming spheroids [30]. The first evidence that Huh7 and Hep3B cells
respond to GDF11 was the activation of one of the canonical signal
transducers, specifically the phosphorylation of Smad3 [11,20], which
was strongly detected after 5min of GDF11 treatment in the case of
Huh7 and, at 30 min in Hep3B cells, and remained activated along
60 min (Fig. 1A). It is well-characterized that some members of the
TGF-f display effects in epithelial cells that modulate survival or pro-
liferation [31]. Interestingly, we found that viability is unaffected up to
72h under GDF11 treatment (Fig. 1B), with no outward changes in cell
phenotype. However, cell proliferation is clearly diminished at 72 h, in
presence or not, of the proliferative action of FBS (Fig. 2A and D),
suggesting cytostatic effects similar to those observed with other
members of the TGF-B family. Indeed, it is reported that TGF-{ by itself,
displays cytostatic and apoptotic functions that restrain cell growth,
avoiding the hyperproliferative disorders, even in Huh7 and Hep3B
cells [32,33]. This novel effect, elicited by GDF11 in liver cancer cells,
confirms the well-conserved cytostatic effect in the TGF-f family, as
exemplified by the analysis of the content of the main cell cycle reg-
ulating proteins; cyclins A and D1, and cdk6 were downregulated, and
p27 was overexpressed, these effects being particularly evident at 72 h
(Fig. 2C). Similarly, GDF11 significantly attenuated the proliferation of
the neural stem cell line Cor-1, downregulating key positive cell cycle
proteins [20]. In addition, this work by Williams and collaborators
showed that cell migration is impaired by GDF11 as we also observed
(Fig. 2B and F).

Based in the fact that stemness feature is increasing in spheroid or
3D culture, particularly in cells used in this study [29,30], we observed
that the number and the size of spheroids decreased in the presence of
GDF11 at 72h of repeated treatment (50 ng/ml, every 24h) in both
HCC cell lines. We found similar effects in HepG2 (Fig. 7A), a human
hepatoma cell line capable to form spheroids as well [30], and in SNU-
182, another human HCC cell line from a high aggressive tumor. In-
terestingly, when comparing the human liver cancer cell lines, GDF11
displayed greater effects in Huh7 and Hep3B than in HepG2, although,
in the last one, decrement in sphere formation was statistically sig-
nificant, confirming the preference of GDF11 on cells with stemness
feature. Similar results were reported by Bajikar and collaborators in
triple negative breast cancer cell lines [19], even more, Hepal-6, MDA-
MB-231 and SNU-182 cell lines presented similar effects with some
differences in the number of spheroids, but in all cases with significant
changes (Fig. 7).

To gain more evidence, we performed the analysis of the messenger
RNA levels of key molecular markers for aggressive cancers and stem-
ness (Fig. 3B), cytokeratin 19 (ck19) has been closely related to poor
prognosis and high recurrence in HCC [34], the effect on ckl19 ex-
pression, induced by GDF11, was the most relevant, in terms of absolute
values comparing with NT cells, prom1 (CD133) and epcam (EpCAM)
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also are well characterized stemness markers, being CD133 most sig-
nificant in stages I, while the prognostic role of EpCAM is more effective
in advanced stages [35], interestingly, the effect of GDF11 in epcam
expression was different in the HCC cell lines studied here, Huh7 cells
did not respond to the GDF11 treatment exhibiting no changes in the
expression, however, Hep3B, which a more aggressive cell line, di-
minished the expression since 6 h of treatment, supporting the findings
by Chang and coworkers [35]. These results strongly suggest that
GDF11 antitumorigenic properties are more relevant in advanced tu-
mors. Finally, cd24 is another well-known marker for stemness and
aggressive HCC [36], our data clearly show a decrement since 6h in
Huh7 and at 12 h in Hep3B, once again the difference in stemness ca-
pacity is evident in both cell lines, but in both cases GDF11 displays
antitumorigenic effects.

The analysis of mesenchymal and epithelial markers revealed a
clear GDF11-induced mesenchymal to epithelial transition phenotype.
A time-dependent decrement in the expression of mesenchymal-related
proteins such as Snail and N-cadherin, and increased of epithelial
markers, such as E-cadherin and occludin (Fig. 4) [37], was confirmed
by Western blot and immunofluorescence. The gain of an epithelial
phenotype was simultaneously associated to a significant decrease in
colony and spheroid formation capacity (Fig. 5), and to a decreased
capacity in invasion (Fig. 6), as addressed by the CAM assay. Interest-
ingly, in the CAM assay we observed a degradation of the basal mem-
brane, a key condition for invasion in the experiment using not treated
cells, and in the case of the experiment with GDF11 treated cells the
membrane was preserved suggesting a distinctive phenotype of an in
situ tumor, in addition treated cells were presented forming cumulous,
probably because the increment of E-cadherin expression (Fig. 4 and
Supplementary Fig. 2).

All these data clearly show that GDF11 induces an anti-tumor re-
sponse in HCC cells, directed to decreases aggressiveness by attempting
reverse the mesenchymal to epithelial phenotype.

The decrement of the invasive phenotype was also found in triple
negative breast cancer cell lines [19]. The effect was associated to an
increase in the expression of E-cadherin, supporting our findings in
HCC-derived cells. Importantly, we reported that GDF11 effects were
not transient, and may evoke a cellular reprograming in HCC cells.
Indeed, treatment for 72 h with GDF11 sustained the effects even five
days in culture in the absent of GDF11.

Although, a low frequency of mutations in GDF11 and a significant
enrichment in the convertase PCSK5 locus have been reported in breast
cancer [19], we did not find significant presence of mutations in those
genes in HCC according to The Cancer Genome Atlas (TCGA, data not
shown). However, in human HCC the expression level of GDF11 ob-
served no changes, but in cholangiocellular carcinoma (CCC), sig-
nificant differences were found increasing 1.55-fold change in tumors
versus normal tissue (Supplementary Fig. 5), (36 patients for CCC and
371 for HCC; https://portal.gdc.cancer.gov and http://firebrowse.org),
in the case of PCSK5 gene expression the TCGA reports significant
changes in both HCC and CCC (1.56-fold and 2.31-fold change versus
normal tissue.

These data suggest that changes in basal expression in GDF11 and
PCSK5 genes, are rare events in HCC and probably not responsible to
the loss of function of GDF11, maybe some epigenetic silencing me-
chanism could be related to loss of function of GDF11. Nevertheless, we
clearly demonstrated that recombinant human GDF11 induces an
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antitumorigenic effect with no relevance in cell death, but lessening
aggressiveness by promoting a cytostatic phenotype and repressing
invasion.

In conclusion, we are reporting tumor suppressive properties of
GDF11 in HCC-derived cells restricting self-renewal capacity, setting
GDF11 as a good candidate for therapy and biomarker in liver cancer.
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Growth Differentiation Factor 11 (GDF11), a member of the super family of the
Transforming Growth Factor B, has gained more attention in the last few years due
to numerous reports regarding its functions in other systems, which are different to
those related to differentiation and embryonic development, such as age-related muscle
dysfunction, skin biology, metabolism, and cancer. GDF11 is expressed in many tissues,
including skeletal muscle, pancreas, kidney, nervous system, and retina, among others.
GDF11 circulating levels and protein content in tissues are quite variable and are affected
by pathological conditions or age. Although, GDF11 biology had a lot of controversies,
must of them are only misunderstandings regarding the variability of its responses, which
are independent of the tissue, grade of cellular differentiation or pathologies. A blunt fact
regarding GDF11 biology is that its target cells have stemness feature, a property that
could be found in certain adult cells in health and in disease, such as cancer cells. This
review is focused to present and analyze the recent findings in the emerging research
field of GDF11 function in cancer and metabolism, and discusses the controversies
surrounding the biology of this atypical growth factor.

Keywords: GDF11, PCSK5, cancer, liver, HCC, metabolism

INTRODUCTION

On May 2013 the research groups, led by doctors Amy J. Wagers and Richard T. Lee, published
outstanding work suggesting that the growth differentiation factor 11 (GDF11) could be a good
candidate for the age-related heart hypertrophy reversion observed in the model of heterochronic
parabiosis (1). One year later, on May 2014, Science journal published a couple of works by the same
research team at Harvard University, unveiling that systemic injection of the GDF11 reverses age-
related dysfunction in skeletal muscle (2) and vascular and neurogenic function in the brain (3).
Both reports were astonishing, particularly because myostatin, also known as GDF8, shares high
structural homology with GDF11, but GDF8 induces exactly the contrary effect, muscle growth
inhibition (4). At that moment, GDF11 was called “the rejuvenation factor; a term taken by a
commentary note published by Jocelyn Kaiser in the same number of the Science journal (5), and
Karoline E. Brun published another similar commentary in Cell journal entitle “GDF11 and the
Mythical Fountain of Youth” (6).
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The findings, beyond this unfortunate motto, revealed that
GDF11 could exert functions in adult systems, in addition of
those characterized in embryonic and fetal tissues. The works by
the groups of doctors Wagers and Lee provided evidence that the
main target cells are those with certain stemness phenotype, such
as the satellite cells in the muscle, which are the progenitor ones
for new functional muscle cells.

If GDF11 targets cells with stemness capacity, then many
cancer cells should be targeted by this growth factor.

Many cancer cells gain stemness capacity and this correlates
with aggressiveness and poor prognosis. The findings raised by
the group of doctors, Wagers and Lee, position cancer cells
as a target of GDF11 since they proved that stemness is a
key condition for GDFI11 effect. However, the results could be
opposite depending of the cancer cell origin, metabolic status,
or the stage of the cancer. We must wait for incoming works
in the next few years, perhaps months, revealing a more precise
mechanism regarding these apparent controversies in cancer
and metabolism.

This work is focused to review the general knowledge of
GDF11, and its functions in cancer biology and metabolism,
taking into consideration recent findings in the specialized
literature and in the public databases and scientific on-
line resources.

GDF11 AN ATYPICAL TGF- FAMILY
MEMBER

GDF11 (also known as Bone Morphogenetic Protein, BMP11),
is a member of the super family of the Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) and a subfamily of the BMP which is widely
secreted in many species, including mouse, rat and human, and
it is accepted as a key factor in embryo development, particularly
in the anterior/posterior patterning (7-9).

GDF11 was identified by McPherron et al. in 1999, who cloned
the human and mouse GDF11 and characterized its function in
pattering the axial skeleton (9). Two years prior, the same group
also discovered and characterized the GDF8 (10).

In humans, GDF11 gene is located in chromosome
12 (12q13.2, forward strand, Ensembl accession number:
ENSG00000135414). Two splice variants products have been
identified, according to Ensembl (Figure 1), the first one, GDF11-
201 is a 8657 bp RNA, formed by three coding exons, generating
a 407 amino acids protein, and the second one, GDF11-202, is
a 1,258 bp, formed by three exons generating a 380 amino acids
protein (11). Jeanplong (12) reported another RNA splice variant
determined as GDF-11AEx11, characterized by the absence of
exon 1, and composed for exon 2 and 3 with transcriptional
initiation in intron 1 (4,701 bp). It is predicted this variant could
be regulated by transcription factors, such as some myogenic
factors (MRF, Myf5, MyoD, Myogenin, and MRF4), Pax3, NF1,
AP1, among others (12), suggesting that it could be involved in
muscle development and/or repair as reported in other work (2).
Interestingly, the promoter of GDF11 could also be activated by
trichostatin A (13), an inhibitor of histone deacetylases (HDAC),
suggesting a clear epigenetic regulation of the GDFI1 gene

expression; HDAC3 regulates zebrafish liver development by
modulating GDF11. The overexpression of HDAC3 increases
liver size, while the increase of GDF11 expression induces a
small size liver; interestingly, the knockdown of GDFI11 did
not induce any relevant change in liver morphology. The role
of HDAC3 in GDF11 function in liver development is likely
a direct control over the hepatocyte precursor (hepatoblast)
proliferation, as observed in HCC-derived cells (14), but this
must be deeply addressed.

GDF11 mRNA is translated in a precursor protein (Figure 2),
which is processed by specific proteases generating the mature
GDF11 (C-terminal, 12.5 kDa) and the pro-domain (N-
terminal, 30.1 kDa). GDFI11 shares 89% amino acid sequence
homology with GDF8, however GDF8 expression in human
tissues is restricted to cardiac and skeletal muscle (1),
while GDF11 is practically expressed in all tissues (15).
Although there is high homology between mature GDF8
and GDFI1, the pro-domains of both proteins share only
54% homology. The pro-domain is fundamental for proper
protein folding, disulfide bond formation and exportation
of the homodimers (16), suggesting differences in post-
translational process.

The protein convertase subtilisin/kexin 5 (PCSK5) is one of
the main acting proteins on GDF11, activating the mature GDF11
by proteolytic process at basic sites of the pro-domain (17). The
elimination of PCSKS5 in the mouse embryo was associated with
abnormal expression of Hlxb9 and Hox genes, two well-known
GDF11 target genes, generating defects in the anteroposterior
patterning and strongly proposing a relationship with GDF11
functions (7, 8).

In humans, GDF11 is expressed in practically all tissues, but is
particularly relevant in the brain (hippocampus), the kidneys, the
endometrium, and the heart muscle; while the liver is the organ
with the lowest expression (1, 15, 18).

THE SIGNAL TRANSDUCTION

As a member of the BMP family, GDF11 uses the canonical
receptors and the SMAD proteins for signaling. The GDFI11
dimer (a disulfide-linked homodimer of carboxy-terminal
fragments) binds the activin receptors type II A or B (ActRIIA,
ActRIIB), proteins with serine/threonine kinase activity; leading
to the recruitment and transphosphorylation of two type
I serine/threonine kinase receptors, also known as activin-
like kinase receptors (ALK), particularly the 4, 5, or 7 (19,
20). The activated ALK receptor phosphorylates and activates
the receptor-regulated SMAD (R-SAMD). GDFI11 particularly
transduces by using SMAD2 and 3 (14, 21), and some reports
also propose the participation of SMADI, 5 and 8 (22). The R-
SMAD dimer recruits the co-SMAD, SMADA4, to form a trimeric
complex, which eventually translocates to the nucleus for gene
expression regulation (23). Although the signal transduction
of the TGF-p family might seem simple, it is highly regulated
by extracellular and intracellular mechanisms. Inside the cell,
the regulation can occur at the membrane or in the cytosol,
during nuclear translocation and DNA biding, at this level, is a
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FIGURE 1 | Schematic representation of GDF11 gene and mRNA. (A) Gdf11 gene and (B) Gdf11 transcripts and table with the two transcripts specifications
according to Ensembl (www.ensembl.org, ENSG00000135414.9) and Jeanplog 2014.
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FIGURE 2 | Maturation process of GDF11.

tetrameric complex because the interaction with a fourth protein
component or partner (24) (Figure 3).

GDF11 can also transduce by non-canonical pathways.
Mitogen activated protein kinase (MAPK) is perhaps the main
non-SMAD pathway controlled by the growth factor, activating
routes such as p38, AKT, and JNK (25, 26), however, in some
cases, inhibiting the activation of JNK or NF-kB (27) depending

of the cell lineage. Further, it has been described that the
family can also transduce by MAPKKK? [also known as TGEF-
B activated kinase 1 (TAK1)] via MEK6 (28-30). TAK1 is part
of a signaling complex formed by TAK1 binding protein 1
(TAB1) and with either TAB2 or TAB3 (31). TAK1 complex
follows an intricate mechanism of activation involving the tumor
necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 2 or 6, adaptor
proteins with non-conventional activity of E3 ubiquitin ligase.
TRAF proteins exert regulation over TAB2 or 3. Finally, the
autophosphorylation of TAKI leads to the activation of its
downstream targets, particularly members of the MAPK and
NEF-kB signaling pathways (32).

Negative regulation of the GDF11-mediated signaling can also
occur at different levels. Extracellularly, GDF11 can be negatively
regulated by the interaction with many proteins such as follistatin
(33, 34), GDF-associated serum protein-1 (GASP-1), GASP-2
(35), decorin and follistatin-like 3, among others (4). Follistatin,
a secreted glycoprotein, binds GDF11 and inhibits its interaction
with ActRIIB. Follistatin is the main extracellular inhibitor of
GDF11, and is transcriptionally regulated by the same GDFI11
signaling, indicating that the signal transduction is restricted by a
negative feedback mechanism (36).

The BMP and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI), a
co-receptor that is not functional due to it lacks cytosolic domain,
has been suggested to be another negative regulator in plasma
membrane, but that still remains to be confirmed (19).

In the cytosol, GDF11 follows the canonical negative
regulation of the family. It has been reported that GDF11 is
regulated by SMAD7 (37) and SMADG (19). The SMAD specific
E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMUREF2) also displays negative
regulation of the signaling pathway (28). Negative-regulation
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FIGURE 3 | The signal transduction of GDF11. The figure displays the canonical signal transduction mediated by R-SMAD (SMAD 2/3, SMAD 1,5,8), assisted by the
Co-SMAD (SMAD4). The signal could inhibited by inhibitory SMAD (I-SMAD) 6 or 7 or by the SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase (SMURF). Extracellularly,
GDF11 could be inhibited by the BMP and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI), or the action of proteins such as Follistatin, Decorin, and GDF-associated
serum protein-1 (GASP-1) and GASP-2. The non-canonical pathway is driven particularly by the Mitogen Activated Proteins Kinases (MAPK), signaling continues to
the tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 2 or 6; and TGF-B activated kinase 1 (TAK1), which in addition uses the TAK1 binding protein (TAB) 1 and
one of both 2 or 3. Non-canonical regulation could influence the nuclear factor kappa B (NF-kB) among others, and the inhibition of this pathway could be blocked by
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of the non-canonical pathway is driven by specific protein
phosphatases (PP), such as PPC1, among others.

DEVELOPMENT AND AGED-RELATED
FUNCTION

Although GDF11 was identified in 1999 (9), as previously
mentioned, in 2014 the growth factor was transiently located
in the “Sancta sanctorum” of the “miraculous” molecule,
when the laboratory of Amy Wagers (2) reported that
GDF11 was responsible for the skeletal muscle regeneration in
mice heterochronic parabiosis. A profound controversy arose
regarding the rejuvenating property of GDF11; some groups
stated that this property is displayed by the growth factor (1-
3, 38), while others reported the opposite effect (39-42), as
previously mentioned. To have a good point of view regarding
this debate, we suggest a deep view of cited works and
commentaries regarding the controversy (3, 5, 6, 19, 42, 43).
Regardless of this disagreement, there is no doubt about the
GDF11 function in differentiation and embryonic development,
particularly in anterior/posterior axial skeleton (9) and brain
function (44), which are nicely reviewed elsewhere (19, 45, 46).

GDF11 VS. GDF8 AND THE RACE FOR THE
DISCOVERY OF THE REJUVENATION
PROPERTIES

GDF11 and GDF8 are close related members of the activins
subclass in the TGF-B superfamily. Sharing 90% of their
amino acid sequence (38, 47), these two proteins have been a
technical challenge for antibody manufacturers and, therefore,
protagonists of one of the most controversial studies in recent
years (29, 39, 48-50), regarding to the issue of GDF11 being the
protein responsible for “rejuvenation” of aged organisms (1, 2),
as previously mentioned.

The race from the discovery of the rejuvenation properties of
GDF11 to the following debate of the antibody specificity led to
a deeper structural analysis of these proteins and the interaction
with their receptor. Due to the similarities of ~90% of sequence
identity of the C-terminal signaling domain between GDF11 and
GDF8, their mature form is nearly identical, which causes these
proteins to share the same activin type II receptor (38).

Although they are indeed similar in their monomeric form, in
fact these proteins are thought to have opposite functions, where
GDF11 works as a muscle generator in embryogenesis (9) but
GDF8 acts as a muscle mass inhibitor (10, 51), which may be
the result of the final homodimer structure. Thus, it is important
to understand that the GDF11 and GDF8 homodimer formation
leads to a different conformation that allows them to interact with
the same receptor in a unique and specific way. It is reported
that both homodimers are linked by a single disulfide bond in
an antiparallel conformation, but the flexibility in the relative
orientations generated by the differences in their structure are
determinant for the quaternary structure variations that lead to
a distinctive biological response (47, 52).

It has also been reported that GDF11 has a stronger affinity
for the receptor than GDF8 (38) and that it is more dependent on
direct receptor contacts (53), but there is also an issue with crystal
structures of both proteins. Human myostatin alone has not been
reported and the available structures are bound to extracellular
antagonists (follistatin and follistatin-like 3) (54, 55), which have
been compared to a small-angle X-ray scattering (SAXS) analysis
to determine the mechanism of activation (52). On the other
hand, human GDF11 structure has been resolved in recent years
(47), thus, it is possible to discover the real impact of the structure
of both proteins in future, at which point we can begin to uncover
exactly what makes the responses so different.

GDF11 EFFECTS IN CANCER BIOLOGY

An emerging field of research is the impact of GDF11 in cancer
biology. Most of the cancer cells, particularly those with high
aggressiveness, retain or recover stemness capacity, placing them
as a potential target of GDF11 (14, 23).

There exist some controversies in cancer biology as well; in
some cases GDF11 induces clear tumor suppressive properties
(14, 23), and in others it is the opposite (56, 57). Once again,
the versatility displayed by this growth factor depends of cell
progeny, grade of differentiation or transformation.

LIVER CANCER

We recently published work describing how GDF11 induces
tumor suppressive properties in human hepatocellular
carcinoma-derived cells, Huh7 and Hep3B cell lines, restricting
spheroid formation and clonogenic capacity, an effect that is also
observed in other liver cancer cell lines (SNU-182, Hepal-6, and
HepG2), decreasing proliferation, motogenesis, and invasion.
These characteristics were associated with transcriptional
repression of cyclin D1 and A, and the overexpression of
p27 (14). GDFI11 effects, on hepatic cell proliferation, have
been found in liver development, where GDF11 targets the
hepatoblast, the hepatocyte precursor (13, 58).

Remarkably, the invasion experiments using the chick embryo
chorioallantoic membrane (CAM) model (14, 59) revealed a
static phenotype in Huh7 cells treated for 72h with GDF11
(50 ng/ml), an outcome well-correlated with a decrease in cell
migration and proliferation. Furthermore, GDF11 treated cells
were incapable of sustaining colony and sphere capacity in the
absence of GDFI11, up to 5 days, indicating that the effect of
GDF11 on self-renewal capacity is not transient, suggesting a
reprogramming effect.

Similar results were obtained in the hepatoblastoma cell lines,
HepG2 and SMMC-7721: the treatment with GDF11 up to 72h
reduced cell viability. Although SMMC-7721 cells are probably a
HELA-derivative cell line, the effect was also present (60). This
report also provides preliminary evidence that the expression of
GDF11 was significantly lower in cancerous tissue rather than in
normal liver.

Outstandingly, GDF11 was capable of decreasing
aggressiveness-associated markers in Huh7 and Hep3B cells,
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producing a deregulation in the expression of Epcam, promol
(CD133), cd24, and ck19, that was associated with the repression
of Snail and N-cadherin, and the overexpression of occluding
and E-cadherin, strongly indicating a mesenchymal to epithelial
transition (14).

It is interesting that, under normal conditions, liver cells,
which are the poorest in GDFI11 production, are highly
responsive to GDF11 in the context of cancer could be relevant
in terms of a possible use of GDF11 for treatment. The work
by Gerardo-Ramirez clearly showed that all HCC cells used
in the study responded to the exogenous GDFI1 treatment,
decreasing all aggressiveness-associated markers. Interestingly,
the effects in HCC cells were differentiated, and it was dependent
of the stemness capacity, being more responsive to Hep3B
cells, which express fewer stemness markers compared to Huh7
cells. Supporting this statement, in liver development GDF11
has been related to inhibition of liver growth, mainly targeting
proliferation of hepatoblast, the cell precursor or mature
hepatocytes by a mechanism involving HDAC3, which inhibits
the expression of GDF11 as proven by Farooq and collaborators
(58). This work clearly demonstrates that GDF11 targets hepatic
cells with stemness features, not necessarily those observed in
cancer, but in the normal liver, particularly in development.

BREAST CANCER

Similarly, Bajikar et al. (23) identified a tumor-suppressive role
of GDF11 in a triple-negative breast cancer (TNBC). These cells,
under 3D culture, heterogeneously express GDF11 and very low
levels of GDF8, as well as the main canonical receptors, such as
ALK4, and ALK5, among other protein machinery required for
a proper signal transduction. This clearly indicates that breast
epithelial cells express the required components to recognize
GDF11 as an autocrine or paracrine stimulus (23). GDF11 also
induced a decrease in number and size of the spheroids and
generated more-compacted structures by the increment in E-
cadherin, as observed in liver cancer cell lines, and GDF11
treatment induces a cell-cell adhesion preventing metastasis
phenomena (14, 23).

Authors also found a defective GDF11 maturation and
secretion in seven of nine studied TNBC cell lines. The linker
was the convertase PCSKS5, in which a deficiency was found in
the TNBC cells, inducing the extracellular accumulation of the
immature proGDF11 and, for instance, loss in the bioactivity
of GDF11. This mechanism was also observed in mice; the lack
of Pcsk5 in Apcmin/ T animals (61) increases adenocarcinoma
formation in the small intestine, decreasing the survival (23, 62),
which demonstrates a clear function in tandem of GDF11 and
PCSKS5 to induce the tumor suppressive properties. In fact, the
restoration of the PCSK5 activity in the TNBC cells suppresses
lung metastasis (23).

Another work by Wallner et al. (63) revealed that super-
physiological levels of GDF11 (2ug/ml) could provide
advantages in chemotherapy in breast adenocarcinoma,
inducing a decrement in the migrative capacity of MCF-7 cells in
a scratch assay. Similar findings were observed in the presence of

follistatin (2 pg/ml), while GDFS8 (2 jug/ml) induced cell death at
the same time. This study also showed that GDFI11 is expressed
in low grade adenocarcinoma tissue (G1), but lower levels in G3
tissue were found, and it was correlated with high expression
of follistatin in G1, suggesting an inhibitory effect of GDF11 at
higher levels of differentiation, which is consistent with the idea
that high aggressiveness in cancer associates with less GDF11
function, confirming the tumor suppressive capacity of GDF11.

PANCREATIC CANCER

Pancreatic cancer (PC) represents one of the most lethal cancers
worldwide (64). It has been reported that GDF11 is down-
regulated in PC tissue, compared with surrounding tissue, and
pancreatic cell lines exhibit a low expression of the growth
factor (65). This group also reported that, in a cohort of 63 PC
patients, those with high GDF11 expression had significantly
better survival rates in comparison with those with low GDF11
expression. These effects were related to decreased proliferation,
migration and invasion, and these observations are in agreement
with those reported in HCC and TNBC. GDF11 is also capable of
inducing apoptosis in PC cell lines (65).

Similarly, the human protein atlas (https://www.proteinatlas.
org) provides evidence from 176 patients: those with high GDF11
expression (n = 61) exhibited better survival rates, compared
with those with low expression (n = 115, p < 0.001) (Figure 4).
These observations strongly suggest that GDF11 could also exert
tumor suppressive properties that should be deeply addressed
to gain confidence, particularly the effect of exogenous active
GDF11 (18).

Interestingly, another member of the family GDF15 is directly
correlated with poor survival in PC patients, and it is proposed
as a better marker than CA-125 (66), again raising the atypical
functions of this growth factor.

As observed in HCC, in PC, the targets of GDF11 are poorly
differentiated cells. In the mouse embryo, GDF11 is expressed in
the pancreatic epithelium, at embryonic day E12-E14 (67), as it
happens in the liver, but in GDF11~/~ animals the pancreas size
are 2-fold smaller than wild type.

In the context of the educated guess that cells with some
stemness phenotype respond to GDF11, even in cancer, it has
been proven that GDF11 negatively regulates NGN3™ progenitor
cells and GDF11 induces B-cell differentiation (68), supporting
the role of GDF11 in metabolism. Under this context, GDF11
exerts its functions in pancreatic cells with stemness phenotype.

COLORECTAL CANCER

In 130 patients with colorectal cancer (CRC), the expression of
GDF11 was significantly higher compared with normal tissue
(56). The classification of the patient cohort in low and high
GDF11 expression revealed that those patients with high levels
of GDF11 showed a higher frequency of lymph node metastasis,
more deaths and lower survival. The study suggests that GDF11
could be a prognostic biomarker in patients with this disease.
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FIGURE 5 | Genomic alterations in Gdf11 gene. Alteration frequency by type of cancer according to cBioportal for cancer genomics (https://www.cbioportal.org).
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It is known that lymphangiogenesis is a fundamental
phenomenon for colorectal cancer dissemination (69). Recently,
Ungaro and collaborators reported that the microenvironment in
the lymphatic vessels provides support to the tumor-derived cells
by manipulating the production of extracellular matrix proteins
and soluble factors, such as cytokines and growth factors (70).
Whole transcriptomic analysis addressed by RNA-seq of isolated
human intestinal lymphatic endothelial cells (HILEC) from
surgically resected CRC and healthy corresponding controls,
revealed that among those genes differentially expressed, GDF11
was observed as a significant increment with high statistical
confidence. CACO-2 cells demonstrated high proliferation in co-
culture with CRC-HILEC, but the GDF11 silencing by siRNA
abrogated this effect indicating a tumor promotion role of
GDF11 in CRC. Interestingly, GDF11 was expressed not only
in lymphatic vessels in CRC, but also in normal tissue (69).
The study also provides evidence of a direct correlation of
GDF11 expression and tumor stage, confirming in this particular
cancer that GDFI1 expression could be a marker of tumor

progression (70), and also raises mechanistic evidence that
microenvironment in the lymphatic vessel could play a pivotal
role in metastasis by local production of GDF11.

OTHER TYPES OF CANCER

Some reports have pointed to the pro-tumorigenic properties
of GDF11, with major or minor confidence of rigorous
scientific approach.

In oral squamous cell carcinoma, Qin and coauthors (57)
showed that in a small patient cohort GDFI1 expression
is positively correlated with aggressiveness, finding a higher
expression in metastatic oral cancer (n = 19) in comparison
with non-metastatic oral cancer (n = 15). Authors also sustain
that GDF11 induced epithelial to mesenchymal transition by
downregulating epithelial markers such as E-cadherin, and the
overexpression of vimentin or metalloproteinase 9.

In uveal melanoma, GDF11 expression was significantly
upregulated compared with surrounding tissue, the expression

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

October 2019 | Volume 9 | Article 1039


https://www.cbioportal.org
https://www.cbioportal.org
https://www.frontiersin.org/journals/oncology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/oncology#articles

Simoni-Nieves et al. GDF11 Regulation in Cancer and Metabolism

20%
15%
>
g
g
o
13
Ew%-
®
3
<
5%
N
Mutatondata| + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CNAdata| + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
% % % % %% %% % %% LR % %% %% %Y % %%% %% % %
%, % By % 0 05 % %, G O % 0 Y % Y N G %, % Ve G Ry %, O T, 20, ¥ %y, % Ny 8 %
" ot o T, Y Ty % 0 % 0 % 70 T e %, 00 Y 1 B, B, 0, 0 Y e %, %, % 0 %
Y% v 2 % % Y % To % i %. % % % ) % %,
Y V0 % Q7% % Yo %, &, B % %4 %, P Yy @, % 2 B B, Ty % Q& % Y, 9,
% O, 0 % U T o %, K % % % W %, 7000 % B % %t % R Y
%, %, C9, %, %, B B G 0 Y Q) %, %, % % % & 0 % b B, H %
2 %, 0, %, % % R %% 2 % 2 %, %, %, oy > %, @, xS o % G @
%, % 2 % % Ry QB G % < > % %, %y 3, %y %
I N R A NG TN %, 2, %, 2% % LN
A T N % @ ® > %% % q,
% % B, 0 %% %, v,
(% 2 4 % O
%, % * % % > %, %,
% % (A % %
% ° %,
? 4
© Mutation @ Fusion @ Amplification ® Deep Deletion

FIGURE 7 | Genomic alterations in Pcsk5 gene. Alteration frequency by type of cancer according to cBioportal for cancer genomics (https://www.cbioportal.org).

Missense () Truncating
@ Inframe © Other

truncating, O inframe, 5 others.

R243*
® 6 .
]
8
5 . . .
f) L ] L] . L ] L ] L ] . L ] L]
‘% e L ] o o LR ] LN ] LR 1] * we .0 o LI ] L] L] L] LN ] L] “we o L ]
8 L] i@evee O® (B0 O (9O O SO €O GO (EUOIIIIIIO E((® (6O © OCO (B (P (P HUD TP VEWILIUUTO® O
* 0
P 5 o
0 400 800 1200 1600 1860aa

FIGURE 8 | Number of mutations in Pcsk5 gene. According to cBioportal for cancer genomics (https://www.cbioportal.org). RefSeq: NM_001190482. Ensembl
ENST00000545128. CCDS: CCDS55320. UniProt: PCSK5_HUMAN. Somatic Mutations Frequency: 2.8%. Three hundred thirty-two missense mutations, 61

was higher in stage IV and substantially greater in the deceased
cases regarding living cases (71). The multivariate analysis
confirmed that GDF11 is an independent prognostic indicator of
unfavorable overall survival.

GDF11 AND PCSK MUTATIONS

The study by Liu et al. (71) also showed that no relevant
mutations were observed in the GDF11 gene in fact. The
cBioportal for cancer genomics web site (https://www.cbioportal.
org) indicates that GDF11 is altered in 1% of database patients.
Figure 4 shows the alteration frequency in Gdf11 gene in some
cancers, and Figure 5 depicts the number of somatic mutations,
most of which are missense (72). It seems that mutations in the
Gdf11 gene are not the main consequence in those cancers where

GDF11 is a prognostic factor, which increases research interest in
transcriptional and post-translational regulation.

It is particularly relevant to consider the convertase PCSK5,
a key regulator of GDFI1 activity. Pcsk5 gene presents a
high frequency of genomic alterations in 3% of the patients,
according to cBioportal, being particularly relevant in melanoma,
endometrial carcinoma, and stomach adenocarcinoma, among
others (Figure 6). Missense mutations are particularly observed
in the peptidase transcript (Figure 7) (72). As proven remarkably
by the team of doctor Kevin A. Janes (23), maturation of bioactive
GDF11 is defective in TNBC due to insufficient PCSK5 activity
but, as shown, the frequency of mutations appear not to be
related with the flaw (Figure 8). Once again, transcriptional
and post-translational regulation should be considered in
future research.

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 8

October 2019 | Volume 9 | Article 1039


https://www.cbioportal.org
https://www.cbioportal.org
https://www.cbioportal.org
https://www.cbioportal.org
https://www.frontiersin.org/journals/oncology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/oncology#articles

Simoni-Nieves et al.

GDF11 Regulation in Cancer and Metabolism

TABLE 1 | Overview of cancer cell lines or tissue from patients with differential
effect of GDF11, as tumor suppressive or tumor promotion protein.

Cancer Cell/Tissue Tumor Tumor References
suppressive promotion
Liver Huh7 (14)
Hep3B
SNU-182 X
Hepal-6 HepG2
Liver HepG2 (60)
SMMC-7721 X
and
tissue
Breast MDA-MB-231 X (23)
MDA-MB-468
and
tissue
Breast MCF-7 X (63)
Pancreas PANC-1 X (65)
CFPAC-1
Tissue
Colorectal Tissue X (56)
Colorectal Tissue X (70)
Colorectal CACO-2 X (69)
Oral squamous  Tissue X (57)
cell carcinoma
Uveal Tissue X (71)
melanoma

EFFECTS OF GDF11 AS METABOLISM
REGULATOR

The impact of GDF11 in the development of pancreas implies
that the growth factor could exert some metabolic regulation on
this organ in the adult, particularly in the endocrine pancreas
(67). Dichmann and coauthors found that in the gdfllf/ -
mouse, the maturation and number of f- and a-cells are
normal, however, another group led by Harmon reported that
the gdf11~/~ mouse exhibited impairment maturation of B-cells
and an increment in a-cells, which could produce glucagon in
comparison with the wild type mouse (68). This controversy,
which is not unusual, must be addressed, but makes it clear that
GDF11 could be inducing effects in the metabolism mediated by
the pancreas.

Recently, a work by Anon-Hidalgo et al. (73) reported a
convincing study associating the circulating levels of GDF11
with thyroid-stimulating hormone (TSH) in humans. The study
showed subjects with high or normal levels of TSH present
high level contents of GDF11, compared with patients with low
levels of TSH. This finding could be due to the fact that other
members of the family, such as GDF8 and GDF15, are regulators
of the energy homeostasis (74, 75). Anon-Hidalgo team states
that it could be related to a regulation of TSH by GDFI1, or
GDF11 could be positively regulated by TSH or any other thyroid
hormones (73).

Luo et al. published that GDF11 decreased lipid content in
human mesenchymal stem cells and the mouse 3T3-L1 cell line.

This was associated with the repression of adipogenic genes,
such as the transcription factors Pparg, Cebpa, and the executer
proteins Plp, Cd36, Plinl, Adipoq, among others, in a mechanism
associated to the canonical signal transduction mediated by
SMAD2/3 (76). The report provides evidence that GDF11 could
exert control over lipid content in unclear fashion. The role of
GDFI1 in lipid homeostasis could be directed to lipid uptake
or efflux, intervening in lipogenic or lipolysis pathways, or lipid
removal by autophagy, but data provided by Luo et al. suggest
an intervention in lipogenesis. Interestingly, obese mice fed
with a high lipid diet present significantly decreased circulating
GDF11 levels, compared with mice under low fat diet (77). The
mRNA and protein content of GDF11 in skeletal muscle from
mice under the high fat diet correlated with the serum content
of the growth factor, exhibiting lower expression and protein
content, compared with animals under low fat diet. Furthermore,
palmitate treatment in the mouse-derived myoblast cell line,
C2C12, decreases GDF11 expression. However, the GDF11 did
not ameliorate the palmitate-induced insulin resistance and
GDF11 treatment did not change expression of Glut4 or Irs-1.

The evidence sustains the metabolic intervention by GDF11,
at least in terms of lipid homeostasis, and again in cells
with stemness features. This could be relevant in cancer, since
lipid overload is one of the main characteristics required
for a proper cancer cell proliferation (78, 79). In fact, it
is reported that GDF11 impairs mitochondrial function in
cancer cell lines, particularly in HCC-derived cells (14). The
impact of GDF11 in the central metabolic organelle could
explain the tumor suppressive properties exerted by the growth
factor. Mitochondria provide essential intermediaries required
for cell proliferation: driving redox and calcium homeostasis,
coordinating energy supply and mediating cell survival; all
of which are fundamental for all cells, and particularly for
transformed ones (80). A report by Hernandez-Rizo and
collaborators states that GDF11 restricts cell proliferation in
hepatic tumor cells through glycolysis and lipid metabolism
impairment (81). In agreement with these findings, Garrido-
Moreno et al. (82) recently reported that GDF11 prevents
cardiomyocyte hypertrophy by preserving the communication
between the mitochondria and sarcoplasmic reticulum and
calcium mobility, preserving oxidative mitochondria metabolism
by a mechanism mediated by the maintenance of mitochondrial
cytosolic calcium buffering capacity.

Although the evidence of GDF11 regulation of the energetic
and lipid metabolism is limited, it clearly indicates an effect
tending to maintain the cellular energetic homeostasis. More
research is required to characterize the mechanism underlying
metabolic regulation by the growth factor, particularly in
cancer cells.

CONCLUDING REMARKS AND FUTURE
PROSPECTIVE

GDF11 is an intriguing non-conventional growth factor, perhaps
the most fascinating new member of the TGF-f superfamily.
It transduces, as practically all members, by the canonical
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SMAD and non-canonical MAPK pathways, but its functions
can be quite variable, even contradictory, depending of the cell
lineage, tissue (Table 1), or even age. This raises a complex
body of physiological control, which could also differ in health
or disease. GDF11 displays a versatile response that must be
fully characterized, due to it representing an interesting point
of intervention in many diseases or physiological conditions,
particularly in cancer. It is remarkable that one of the main
characteristics in GDFI11 target cells, in normal or pathological
conditions, is the stemness capacity. The effects exerted by the
growth factor in cancer have begun to be characterized with
greater scientific rigor and mechanistic approaches.

Perhaps it is time that GDF11, due to its diverse functionality,
constitutes its own subfamily as an atypical and versatile member
of the TGF-p family.

We must be cautious to oversimplify its functions. The
controversies found clearly indicate that GDFI1 displays
particular activities depending of cell type, grade of
differentiation, and pathological or normal conditions. This
remarkable atypical member of the TGF-f family must be
carefully studied in clear and well-controlled biological systems.
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Resumen

El carcmoma hepatocelular (HCC) se esta
posicionando como un serio problema de
salud publica tanto en México, como a mvel
mundial Estos tumores hepaticos suelen
ser muy agresivos y de mal prondstico. y su
deteccion en etapas tempranas sigue siendo
un reto para los clinicos. En gran medida las
caracteristicas agresivas de las células de los
HCC estan gobemadas por la dispombilidad
combustibles e intermediarios estructurales que
le permitan a la célula cancerosa tener ventajas
con respecto al resto del tejido. La homeostasis
de lipidos ha sido identificada como un factor
relevante para la sobrevivencia, proliferacion
y resistencia a farmacos, por lo que nuevos
blancos terapéuticos pueden ser identificados
en las rutas de sefiahzacion y metabolicas,
claves de la homeostasis lipidica.

Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is has been
positioning as a key public health problem m
Mexico and worldwide. This tumors use to
present and aggressive phenotype and patients
use to have poor prognosis, the early diagnosis
continues as a big challenge for clinicians. The
aggressive phenotype is dnven by the energy
and molecular intermedianes’ availability
confernng to cancer cells advantages regarding
non transformed cells. Lipid homeostasis has
been 1dentified as a key hallmark for survival,
proliferation and drug resistance for cancer
cells, new therapeutic targets could be 1dentified
m the signal fransductions and metabolic
pathways related to lipogenesis.

Palabras clave. Cancer, Lipidos, Acidos
grasos, Colesterol

Keywords. Cancer, lipids, free fatty acids,
cholesterol

Introduccion

El cancer es un de mas de cien
enfermedades caracterizadas por la presencia de
células con desordenes proliferativos, con una
alta capacidad de sobrevivencia, de adaptacion
y de autonomia, que le permute escapar de
cualquier tipo de control que pueda ejercer el
sistema (Perez-Aguilar et al., 2015).

Entre los canceres que mas preocupan y ocupan
a los sistemas de salud en el mundo se encuentra
el cancer de higado, el HCC actualmente
representa el quinto lugar de mmertes a mvel
mternacional (Bruix et al. 2004). En gran
medida el HCC representa un reto debido a
su diagnostico tardio que genera la pérdida
de opciones quirurgicas, ocasionando su alta
mortalidad.

Por lo anterior es fundamental la busqueda
de nuevas opclones terapéuticas que tiendan
a su control, por lo que el conocimiento
de los procesos moleculares que pemmten
la adaptacion y sobrevivencia de la ceélula
cancerosa pueden representar posibles blancos
de intervencion terapéutica.

La célula cancerosa representa el mejor
gjemplo de adaptacion biologica, sm duda
Darwin estaria orgulloso de ello. La adaptacion
le permite sobrevivir ante constantes agresiones
llevadas a cabo por el propio sistema, asi como
por las terapias encammadas a su elimmacion.
Para lograrlo; resulta fundamental tener buenas
reservas de energia que puedan ser movilizadas
rapidamente, con buen rendimiento y con
relativa facihidad. Con base a lo antenor, los
lipidos representan una de las mejores opciones
que tiene la célula transformada para sobrevivir.

La regulacion de la ruta de sintesis de novo de
los acidos grasos y colesterol. tanto a nivel de
expresion de los genes relacionados con ella, su
actividad enzimatica, asi como de las rutas de
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sefializacion que los controlan, se posicionan
como ejes importantes para el escape de la
célula cancerosa de los mecamismos que
tienden a eliminarlas, por lo que hasta cierto
punto, muchas proteinas relacionadas con la
homeostasis lipidica se ubican ya como genes
promotores de tumores y, en clerta forma,
como potenciales blancos de terapias dingidas
a controlar a este grupo de enfermedades.

La presente revision pretende exponer los
aspectos generales de la regulacion en la
sintesis v degradacion de lipidos, asi como su
metabolismo y su papel en la progresion del
HCC.

El contexto bioquimico

En condiciones normales una célula cubre
sus requerimientos energeficos con procesos
metabolicos bien defimidos, es decir, tiende a
ocupar su energia oxidando moléculas simples,
empezando por el mismo ATP, y pasando por
varios mtermedianos hidrocarbonados, como
es el caso de la glucosa, hasta llegar a los acidos
grasos y, evenfualmente, proteinas.

Las celulas, particularmente las hepaticas,
almacenan la energia excedente como
tnglicéndos, s1 bien los hepatocitos no son
células especializadas para tal funcion, lo
hacen de manera importante, y la pérdida de
esta regulacion puede conducir al organo a la
enfermedad por una acumulacion excesiva de
lipidos, patologia conocida como esteatosis
(Gutierrez Rmiz et al_, 2012).

Sin lugar a dudas, la molécula mas importante
para el control de lo anternormente expuesto
es el acetil coenzima A (Ac-CoA). que es el
intermediario biogquimico central en varos
procesos tanto catabolicos como anabolicos.

El Ac-CoA es generado, de manera canonica,
a partir de piruvato, que a su vez, proviene

de la ghcolisis, o muta de oxidacion de la
glucosa, sin embargo no es la unica fuente,
y este puede ser generado por otras vias (Shi
et al., 2015), por lo que Ac-CoA se posiciona
como la molécula central en el metabolismo
celular (Figura 1). Posteniormente la molécula
puede tomar diversos camunos que van
desde su completa oxidacion, en el ciclo de
los acidos tncarboxilicos o ciclo de Krebs,
hasta su uso como precursor en la sintesis de
lipidos, desde acidos grasos. hasta colesterol
o residuos hidrofobicos fundamentales para la
funcion celular como el acido prenilico, que es
fundamental para el comecto funcionamiento
de proteinas relacionadas con la prohferacion
celular como la protemna Ras.

Tacwroon

<0, S—p

En condiciones normales el Ac-CoA es
producido, segun el caso, por la ATP-citrato
liasa o por la Acetil-CoA sintasa.

Los niveles elevados de Ac-CoA estimula la
activacion de dos factores de transcripcion
conocidos como proteina de umion a los

elementos de respuesta a esteroles (SREBP) el
lyel2 Xuetal, 2013).

Estos factores de ftranscnpcion regulan la
expresion de varios genes relacionados con la
biosintesis de lipidos. SREBPI1 esta relacionado
con la biosintesis de acidos grasos. tniglicéndos
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y fosfolipidos. muentras que SREBP2 con la
sintesis de colesterol y otros mtermedianios
denivados de la ruta del mevalonato (Figura 2).

Acetil-CoA
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La ruta del mevalonato

SREBP2 regula genes relacionados con la
biosintesis del colesterol, entre ellos estan los
que codifican para la hidroxi-metil-glutanl-
CoA reductasa (HMG-CoAR). la mevalonato
cinasa (MVEK), la escualeno sintasa (SQS). entre
ofras, que eventualmente y por sus reacciones
secuenciales y acopladas, permiten la sintesis
del colesterol (Tkonen, 2008).

LA HMG-CoAR es la enzima limitante en la
ruta, dingiendo el paso de su sustrato HMG-
CoA a mevalonato en un proceso facilitado
por el consumo de NADPH, por lo que el
acoplamuento de otras rutas como la de las
pentosas fosfato resulta fundamental para que
el proceso de sintesis progrese, ya que es en ésta
donde se produce éste poder reductor necesario
para el proceso (Figura 3).

El colesterol es un lipido fundamental para el
buen funcionamiento de la célula, es requendo
para una comecta fluidez de la membrana
plasmatica, ademas regula la funcion de las
balsas lipidicas que permiten la adecuada
funcion de los receptores membranales; es el
precursor de varias hormonas, sales biliares,

entre otras funciones. S1 bien el colesterol resulta
fundamental para la homeostasis celular. su
mncremento, particularmente en la mitocondna,
genera un mal funcionamiento celular que
conduce al estrés oxidante y a la sensibilizacion
a la apoptosis mediada por factores citotoxicos
como el factor de necrosis tumoral (TNF) alfa
(Man et al_, 2006).

El colesterol no es un lipido del cual se
disponga para la obtencion de energia. si no
para aspectos estructurales y funcionales como
se ha mencionado.

Los acidos grasos y los lipidos neutros.

Estarutaestaregulada, en térmunos de expresion,
por el factor de franscripcion SREBPI. Sus
principales genes blanco son aquellos que
codifican para la acido graso sintasa (FASN), la
adenosina trifosfato hasa (ACLY), la acetil CoA
carboxilasa (ACAC), la esteroil-CoA desaturasa
(SCD) enfre ofras. Las enzimas reguladas por
SREBP1 estan mplicadas en procesos como
la sintesis de acidos grasos, la formacion de
lipidos neutros como los tiglicéndos (TG), o
lipidos especializados como los fosfolipidos.
En el proceso bioquimico se requiere también
de poder reductor en su forma de NADPH.

Como se ha mencionado el NADPH proviene
de rutas como la de las pentosas fosfato,
en una reaccion catalizada por la glucosa
6 fosfato deshidrogenasa, pero también
puede ser generado por la enzima malica y la
6-fosfogluconato deshidrogenasa.

A diferencia del colesterol. como es bien sabido.
los acidos grasos y su presentacion estenficada
en forma de TG, tiene como finalidad central el
aporte energético, ya que su oxidacion produce
una buena cantidad de ATP al regresar a su
intermediario biosintético, el Ac-CoA, a las
rutas de oxidacion que culminan en el ciclo
de los acidos tnicarboxilicos y en la cadena
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respiratoria donde se oxida el NADH y el
FADH, que provee la succinato deshidrogenasa
(Figura 1) (Gutiérrez-Ruiz ef al., 2013)

Sibien es sabido que muchas células cancerosas
mpiden el funcionamiento mitocondnal, y

Ac-CoA + Ac-CoA

CoA-SH

Ticlasa (Acetoacetll-CoA transferasa ACAT

Acetoacetil-CoA
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Funcionalidad mitocondrial y la oxidacion
de los acidos grasos

En gran medida la oxidacion de los acidos
grasos representa la principal fuente de energia
para la célula. Si bien existen varias formas
de llevar a cabo el proceso la mas importante
es la oxidacion beta en la mitocondna, donde
el acido graso en su forma conjugada con la
CoA mgresa a una secuencia de reacciones
acopladas que producen NADH+H y FADH,
que son procesados en la cadena respiratoria
donde eventualmente producen fuerza proton
motriz que es usada por el complejo V para
producir el ATP.

Escualeno sintasa
— >

Escualeno

Dolicol Colesterol

pasan a ser mas dependientes de la glucolisis
que de la mitocondnia para la obtencion de ATP,
se sabe también que en algunos casos, como en
el higado, las células cancerosas pueden ubicar
a la ATP sintasa en la membrana plasmatica,
representando una excelente estrategia para
evadir el impedimento mitocondnial (Ma et al.,
2010).

La sobrecarga de colesterol en la mitocondna,
mediado por el mmcremento en la sintesis
de novo de dicho lipido, pareciera ser uno
de los mecanismos para mducir disrupcion
mitocondnal (Morales et al.. 2012). siendo uno
de sus objetivos evitar la salida al citoplasma del
citocromo C, uno de los principales inductores
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de apoptosis, pero teniendo como consecuencia
la pérdida de la funcion oxidante de los lipidos.
Elregulador maestro de las rutas de degradacion
de acidos grasos es la proteina cinasa activada
por AMP (AMPK).

AMPK es un complejo heterotnmeérico que
contiene una subunidad catalitica (alfa) y dos
regulatonias (beta y gama) (Grahame Hardie,
2014). La enzima regula post-traduccionalmente
a vanas proteinas del metabolismo, por ejemplo,
fosfonla a 1a ACC y a la FASN mactivandolas
y permutiendo la beta oxidacion. Estimula la
localizacion de transportadores de glucosa
(GLUT) 1 y 4 en membrana plasmatica, inhibe
a la HMG-CoAR por lo que impide la sintesis de
colesterol, entre muchas otras actividades mas
(Grahame Hardie, 2014), por lo que AMPK se
sifia en el centro del control metabolico a nivel
de eventos post-traduccionales.

Lahomeostasis lipidica en la célula cancerosa.

Es bien conocido que las demandas de
energia de una célula cancerosa son elevadas,
paradojicamente esto va acompaiiado de varias
restricciones que, en teoria deberian de afectar
la mowilizacion de reservas energéticas, por
ejemplo la falta de oxigeno (hipoxia) en ciertas
células de tumores solidos, o la deficiencia de
nufrientes, sin embargo la célula transformada
posee mecamismos, aun no del todo
caracterizados, que dirigen la optimizacion
molecular de los procesos y rutas que confrolan
la homeostasis lipidica.

Se sabe que en vanas enfermedades como la
diabetes, la esteatohepatifis y el cancer existe
una lipogénesis aberrante, que en gran medida
representa, en las fases tardias del cancer, una
fuente de lipidos necesarios para la construccion
de membranas en las células prohiferantes,
o Intermediarios para modificaciones post-
traduccionales, como el caso de Ras y otras
GTPasas pequeiias, todo esto, como se

menciona. en el contexto de una alta tasa de
proliferacion (Menendez et al., 2007).

Molecularmente hablando. la célula cancerosa
presenta un incremento transcripcional de
proteinas relacionadas con la lipogénesis,
tanto de acidos grasos y tnglicéndos, como
de colesterol, siendo las mejor caractenizadas
ACLY,ACAC.FASN, SCD-1, laenzimamalica,
HMG-CoAR MVK, SQS, entre otras, todasellas
llevan a un incremento en la sintesis de acidos
grasos como de colesterol (Calvisi ef al., 2011;
Menendez, et al., 2007). Lo anterior es posible
gracias a que también existe un incremento en
el contemido y activacion de los factores de
transcripcion que regulan la expresion geénica
de las enzimas lipogénicas como SREBPI,
CREBP2 y ChREBP, entre otros, asi como la
mactivacion de los reguladores de la lipolisis
como AMPK (Calvisi, et al, 2011).

Se ha observado que las células de los HCC
presentan una elevada expresion de enzimas
relacionadas con la sintesis de novo de acidos
grasos como FASN, SCD-1, o de colesterol,
como la HMG-CoAR (Calwisi, et al., 2011). En
el tejido circundante al tumor, que si1 bien no se
puede considerar sano, si marca una confraste
en térmunos de diferenciacion con respecto al
tumor, se ha observado una menor expresion
de estas enzimas, pero aun se presenta elevado
cuando se compara con tejido sano, por lo que
la progresion de un cancer podria ser estimado
en términos de la expresion de las enzimas
lipogénicas. (figura 1), mas interesante es ain
el hecho de que se ha observado que pacientes
con HCC mas agresivos y con mal pronostico,
presentaron una sobre expresion mayor de
dichas enzimas en comparacion con aquellos
que tuvieron HCC con mejor prondstico y mayor
sobrevivencia, por lo que ademas la expresion
de enzimas hipogénicas o la represion de las
lipoliticas, podrian ser indicadoras de evolucion
de la enfermedad en pacientes (Calvisi, et al.,
2011).
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La validacion de lo anterior se hace patente
cuando varias de estas enzimas son eliminadas

genéticamente o con mhibidores quimicos en

Niveles de expresiéon

Tejido normal

Progresidn de la enfermedad -

lineas celulares de HCC, las cuales disminuyen
su proliferacion in vifro asi como la capacidad
para formar tumores in vivo (Hanai et al , 2012;
Hatzivassiliou et al.. 2005; Menendez, et al..
2007).

En un estudio reciente se demostro que la
progresion del HCC y su prondstico esta
estrechamente relacionado con la lipogénesis,
en los tres mveles moleculares, en la expresion
geénica de enzimas relacionadas, en la activacion
de factores de franscripcion y en la presentacion
fenotipica (Calvisi, et al., 2011).

La division clinica de muestras de pacientes con
sobrevivencia pobre (CP) y con sobrevivencia
buena (CB). en relacion con tejido normal (NL)
y tejido circundante (SL) mostro un efecto
en la expresion de las enzimas lipogénicas
dependiente de lo avanzado de la enfermedad,
tomando como ejemplo la expresion de FASN
se observo un contenido basal en NL, que se
incrementé moderadamente en SL y CB y
significativamente en CP; resultados sinmlares
se encontraron en otras enzimas como ACAC,

Tejido circundante al tumor

ACLY. ME, SCD-1, HMGCoAR, MVK, SQS,
asi como la acfivacion de SREBP1, y SREBP2
(Figura 4).

Enzimas lipogenicas

Tumor

Seinalizacion lipogénica

En condiciones normales la ruta de la cmasa
del 3 fosfomositol (PI3K), de la proteina
cinasa B (Akt) y del blanco de la rapamicina en
mamimefors (mTOR). conocida como PI3K/
Akt'mTOR, es niciada canonicamente por
receptores a factores de crecimiento que fras
ser activados reclutan a PI3K quien fosforila al
fosfatidil mositol difosfato (PIP,). para activarlo
en su forma tmifosfatada (PIP,). El PIP, se une
a los dominios homologos de Pleckstrina de
proteinas como Akt, quien ademas es fosfonlada
por cinasas especificas como la dependiente de
fosfomositidos (PDK), para su total actividad.
Akt tiene como blancos una gran diversidad de
sustratos, que van desde proteina que regulan
proliferacion, sobrevivencia, motogenesis, y de
manera especial, metabolismo. Esta vertiente
esta estrechamente ligada a mTOR, quien esta
relacionada con proteinas como RPS6 quien
conecta con la regulacion lipogenica (L er al.,
2014).

El uso de herramientas de ingenieria genéfica
como vectores gue permiten, por un lado, la
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sobreexpresion en el contenido de una forma
activa de Akt (AKTtg) o la expresion de un
RNA de mterferencia contra Akt (siRNA
AKT). ha comprobado la sobre activacion
de mTOR, FASN, ACLY. ACAC, SCD-1 y la
desregulacion de AMPK alfa, beta y gama,
en el caso de AKTtg; por el contrario, el
silenciamiento indujo exactamente el efecto
opuesto, permutiendo la expresion y activacion
de AMPK y por ende eventos de lipohsis. Al
llevar el vector AKTtg a higados de ratones
de expermmentacion, por medio de inyeccion
hidrodinamica, se indujeron fumores con un
fenotipo agresivo que presentaban, ademas de la
esperada sobreexpresion de Akt, la acumulacion
de lipidos fue evidente, asociada a la elevacion
de las proteinas lipogénicas.

El conocimiento generado por el uso de
modelos experimentales tanto in vifro como
in vivo permite acercar los fenomenos al ser
humano. Se ha comroborado que la lipogénesis
aberrante se presenta, tal y como en los
animales, en fumores humanos, dejando patente
la importancia de la mvestigacion basica como
acercamiento a los fenomenos que afectan a los
humanes (Calvisy, et al., 2011).

Finalmente y con base en lo expuesto, en
mvestigaciones realizadas en el laboratonio de
fisiologia celular de la Umversidad Autonoma
Metropolitana se ha realizado estudios
que demuestran que la sobrecarga lipidica,
particularmente de colesterol, generada por una
dieta hipercolesterolémica (HC, 2% colesterol)
(Gutierrez Ruiz, et al., 2012) induce un mayor
dano al DNA y promueve la generacion de
mas tumores de mayor tamafio en ratones
sometidos a la dieta HC y con dietilnitrosamina
(DEN). ademas de ello se ha encontrado mayor
vascularizacion y metastasis en estos ratones
que en aquellos solo tratados con el DEN (Datos
no publicados).

Conclusion

La homeostasis lipidica se coloca como un
escenario el cual debe ser considerado con
mayor atencion en la mvestigacion basica con
la finalidad de ubicar puntos de intervencion
terapéutica que al ser interfendos puedan
coadyuvar en el tratamiento del cancer. La ruta
del mevalonato reviste particular importancia
dado que va dingida hacia varios puntos de
regulacion de la célula cancerosa, como la
sobrevivencia, la proliferacion, el metabolismo,
entre ofros.
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Abstract

French intervention in Mexico (1861-1867) is particularly full of episodes of patriotic heroism in terms of military, politic and,
even, religious affairs, however this history is also rich in episodes related to diseases and the evolution of Mexican scientific
medicine practice, epidemics such as typhus (nowadays knows as rickettsiosis), yellow fever, or cholera. Principally, this con-
text outlined the Mexican history and influenced the course of the nation. The epidemics served as fertile land for the devel-
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opment of medicine science leading by prominent physicians, particularly by doctor Miguel Francisco Jiménez.

KEY WORDS: Typhus. Yellow fever. French intervention. General Zaragoza. Maximilian of Habsburg.

|ntroduction

“Immense, extremely painful, perhaps irreparable, is
the loss just suffered by the Republic”, expressed
Francisco Zarco that Saturday at the San Fernando
Cemetery, before Ignacio Zaragoza’s grave. Five days
before, the morning of September 8, 1862, the hero of
the 5" of May battle had died as a consequence of
typhus. After his victory over the French troops in
Puebla, he contracted the disease when he passed by
the Acultzingo Peaks, where he had paid visit to
wounded and sick soldiers. General Zaragoza was
assisted by Doctor Juan N. Navarro, who had been
expressly sent by President Benito Juarez, and expired
in the presence of his mother and one of his sisters',

Four months prior, on May 5, Zaragoza had informed
about the victory of the Mexican army over the invad-
ing forces in Puebla. On the military briefing, he high-
lighted “the behavior of my brave comrades”, since
“the glorious event that just has taken place shows
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their spirit and, by itself, recommends them” as patri-
ots. When referring to the French army, he recognized
that it “has fought with great bravery”, in spite that “its
general in chief has behaved awkwardly in the attack”
to the city of Puebla. “National arms [...] have covered
themselves with glory”, concluded Zaragoza?.

The period encompassed by the French interven-
tion, since the landing of the European troops (1861)
until Maximilian of Habsburg execution (1867), is with
no doubt one of the most fascinating in the country’s
history. Beyond the warlike and political part, the pres-
ence of several diseases, such as typhus and yellow
fever, shaped our nation; ironically, it is also a period
where Mexican medicine arises with scientific bases
thanks to French medicine.

Typhus

The year before the French intervention, Benito
Judrez Garcia, as president of the Republic, had is-
sued the Foreign Debt Suspension Decree (July 17,

Gac Med Mex. 2018;154:88-93
Contents available at PubMed
www.gacetamedicademexico.com
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1861), by means of which he cancelled “for a term of
two years all payments, including those assigned to
the debt contracted in London and to foreign conven-
tions™. The rejection to this provision by the English
and French governments was immediate, with the
Spanish government joining in. As a consequence, on
October 31, the Tripartite Convention was signed in
London, which implied the shipment of “combined sea
and land forces” to the Mexican territory in order to
force it to pay its debts®.

Typhus is a disease that caused many problems in
Mexico throughout its history. It is caused by a very
particular type of bacteria of the rickettsia family,
which was precisely discovered in Mexico by Doctor
Howard Taylor Ricketts during the 1909 epidemic
(Fig. 1), and that was to cause his death by the dis-
ease he was studying in May 1910*. The bacterium is
transmitted by infected lice that excrete the microor-
ganism in the feces, which is introduced in the wound
left by the insect when the person scratches him/
herself as a consequence of the bite.

The word “typhus” derives from Greek typhus,
which means “stupor”. It is an infectious disease
caused by bacteria such as Rickettsia typhi or Rick-
ettsia prowazekii that often is mistaken with typhoid
fever, which is caused by other bacterium, Salmonella
typhi. In those times, there was much confusion and
patients were often misdiagnosed, until Dr. Jiménez
made it clear, as will be later explained.

It’s not hard to imagine the scenario in the country
for these epidemics to occur: overcrowding, poverty
and lack of hydric and hygienic resources made for
the disease to considerably spread. As previously
mentioned, these were, to a large extent, the conditions
prevailing in the country even before the Frenchmen
arrival, and which worsened during the interventionist
period.

The advance of epidemics may have worsened per-
haps by the natural chaos caused, administratively, by
the Reform Laws; for example, in February 1861,
President Juarez decreed the secularization of hospi-
tals and welfare establishments, which had been man-
aged by the Catholic Church until then, and at the
same time, to put order in these services, already in
hands of the State, the Directorate General of Public
Welfare Funds was created as a branch of the Ministry
of the Interior. The institutions that were left under the
control of this directorate included the Divino Salvador
Hospital and La Cuna foundling house, and many
other hospital institutions that one way or another
were administered by the Church with experience®.

Figure 1. Picture of Doctor Howard Taylor Ricketts with one of his
experimental animals (The National Library of Medicine, NIH).

The relationship between lack of economic resourc-
es and the development of the disease can have,
perhaps, as the greatest example, General Ignacio
Zaragoza's own contagion and death.

Both in Mexico City and in Puebla, cases of typhus
occurred in 1848 and continued in 1849. The disease
spread from 1857, the year the Liberal Constitution
was published, with Ignacio Comonfort being presi-
dent of the Republic, to 1859. The same happened in
1861, 1862 (year of the 5" of May Battle) and 1867
(year of the 2™ of April Battle), as a consequence of
“movements of military and civilian groups in condi-
tions of insufficient hygienic means”, which affected
the Mexican troops that had been victorious in Puebla.
Not only General Zaragoza, but also “many of his
soldiers” and officers died as typhus victims.

After the victory of the Eastern Army over the French
troops, communication between General Zaragoza
and President Juarez was constant; there was no
telegram in which General Zaragoza didn’t ask for
economic resources for the support of the army, not
only in terms of food supplies, but also for the care of
endemic diseases that, together with the invading
army, attacked the national troops.

The inhabitants of the city of Puebla, far from coop-
erating, represented a certain obstacle. Such was the
case that General Zaragoza himself reported on
May 9: “this execrable city that | have not set on fire
because there are innocent creatures in it... As for
money, there is nothing to be done here, because
these people are mean in general, and especially very
indolent and selfish... Burning Puebla would be a good
thing. It is in mourning due to the event of the 5™. It’s
sad to say this, but it is a shameful truth™”. Terrible the
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report given by the General about heroic Puebla in-
habitants’ attitude.

On September 1, 1862, General Zaragoza started
experiencing symptoms of the infection, particularly
high fever, and he was therefore sent to his station in
Puebla. A few months before, he had received his
daughter’s visit, and his wife had died early that same
year, to whom he could only provide with 100 pesos
for her support, enough for 3 days, which can show
the economic situation of the general, and therefore,
of the entire Eastern Army. Ignacio Zaragoza died on
September 8, 1862, at the age of 33 years, as a con-
sequence of rickettsiosis or typhus’, which interrupted
the General’s brilliant career, which with no doubt
could have given even much more to the nation.

“The [federal] government considers General Zara-
goza’s unexpected death to be a public misfortune”,
wrote Enrique de Wagner, minister of Prussia in Mex-
ico. “After some days of illness, Zaragoza died of ty-
phus in Puebla, where this epidemic wreaks great
havoc, as well as in the entire zone comprised be-
tween this city and Orizaba.” The Prussian diplomat
warned that the French army would be exposed “to
great dangers in case of taking the route of all these
infested villages and cities”, and recommended for
“the majority of the forces to be mobilized through
Jalapa and Perote, Huamantla, Otumba or San
Martin”, with the city of Puebla remaining under the
protection of “a few thousand men”s.

Interestingly, rickettsioses are constant in warlike
processes. In the 1480-1490 Spanish civil war, Chris-
tian and Moor troops are known to have been deci-
mated by disease, while similar effects were caused
in Napoleon troops in 1812, whereas in World War |,
around 100,000 cases occurred in 1914 and 15,000 in
1916°. Disease was also key in the plans for Jews
elimination in the countries controlled by Nazi Germa-
ny, an aspect that is masterfully addressed in Dr. Nao-
mi Baumslag’s work*.

Yellow fever

Yellow fever is a disease caused by a virus of the
arbovirus family, of the Flavivirus genus, and is trans-
mitted by infected mosquitoes, such as Aedes aegypti
(Fig. 2). The disease is characterized by high fever and
severe liver damage, which generates jaundice in pa-
tients, and hence the term “yellow fever”. Once again,
a lack of sanitation in contaminated water containers
is essential for the reproduction of the mosquito. The
disease is currently relatively controlled thanks to

Figure 2. Classic representation of an Aedes (Stegomya) aegypti
mosquito (The National Library of Medicine, NIH).

vaccines and effective treatments, but in times of the
French invasion this wasn’t even imagined of.

Yellow fever, or yellow plague, was something that
considerably worried invading armies. One of the first
reports of this disease, also known as yellow jack, is
referred by Jena-Jaques Ampeére'®, when stating that
in Mexico there are two completely unbearable things:
“la fievre jaune et les brigands”. Ampere’s report is
overwhelming: “one of the worst inconveniences (is
yellow fever)™".

Spaniards who had first arrived to the Gulf of Mexico
coasts were the first victims of this disease, endemic
of that region. General Juan Prim, the Spanish com-
mander, a few weeks after having landed, sent around
800 soldiers to hospitals in Cuba for their care. Per-
haps President Juarez took advantage of that “natural
defense” and played with negotiation time, hoping for
the disease to be a natural ally.

The negotiation resulted in the invaders being al-
lowed to advance towards Orizaba, located at 2800
meters above sea level, where the mosquito hardly
subsisted. When Spaniards and Englishmen noticed
French intentions, they retired and sailed back to their
countries, but as previously mentioned, French troops
did not.

In 1963, Gloria Grajales published, in the Historia
Mexicana journal, quotes from documents of the ar-
chive referring the intervention in Mexico by England,
France and Spain, which are preserved in the Public
Record Office in London. She particularly quotes
those related to the French intervention (classification
F.O. 97/278, Vol. |, and 97/279, Vol. Il, with the title
French Expedition)'. In said report, at least three en-
tries can be read making reference to the yellow fever
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and to the difficulties the French had to deal with this
problem. The first reference, with no date, but report-
ed around August 1862 says: “No date — Arrival of 300
sailors in the Iphigenia frigate; yellow fever contagion
in Veracruz” (F.O. 97/278, |, p. 97). Later it refers:
“December 4, 1862 — Johnson to Count Russell
(No. 1347): About mortality among French troops
caused by yellow fever; recruiting of thousand Egyp-
tian blacks to serve in expeditionary forces in Mexico
(F.O. 97/278, |, p. 187). And then: Paris, January 6,
1863 — Johnson to Count Russel (No. 20, confiden-
tial): About possible reasons to send reinforcements
to Mexico, to cover losses caused by disease and
death (1500 soldiers and 62 officers dead). Confiden-
tial information obtained through captain Hore. Mea-
sures taken by the French government to defray the
costs of the expedition, etc.” (F.O. 97/278, |, pp. 213-
214). “Memorandum annexed to the previous docu-
ment: Data obtained through Mister Xavier Raymond
about the state of the French army in Mexico. Strong
losses caused by yellow fever and other diseases.
Roads in bad shape, need for transportation for the
Tampico expedition. Monthly expenses for land trans-
portation in Mexico are insufficient. Raymond thinks
that the feeling against the expedition is unanimous,
etc.” (F.O. 97/278, |, pp. 216-218).

The French army was clearly decimated by losses
and deaths caused by yellow fever, but information
was kept confidential, perhaps in an attempt not to
increase the victorious feelings in Mexican troops.
Although yellow fever affected the invaders, it did not
cause for them to ultimately miss their objective, at
least temporarily.

Veracruz, Maximillian and yellow fever

“Veracruz is a filthy and narrow city, famous for its
terrible weather and extreme heat”, stated Count Carl
Khevenhiiller-Metsch, a member of the Austrian vol-
unteer corps that arrived to Mexico to accompany
Maximillian of Habsburg. After 3 weeks of journey on
the Floride ship, more than 800 men arrived to the
Veracruz port on December 7, 1864, where they had
to endure 44 °C at night. Khevenhiller met “German
and Austrian doctors who have to be paid the highest
homage for their abnegation in times of the yellow
fever, this terrible disease that snatches life in a few
hours”®. On next day, they continued their journey to
the capital of the country, afraid of contagion, given
the insalubrious conditions of the port.

On Saturday May 8, 1863, the Novara ship, where
Maximillian of Habsburg and his Wife Charlotte of
Belgium and their court arrived, dropped anchor in the
port of Veracruz. At 4 h in the morning of Sunday 29,
everything was ready “to immediately continue the
journey towards the capital, since a prolonged stay in
Veracruz was not recommendable, owing to the yellow
fever prevailing on that city, which is said to be espe-
cially dangerous for those recently arrived”'*, stated
Wilhelm Knechtel, official botanist of the emperor.
However, 2 years later the emperor was to fall ill, with
the care of a Mexican specialist being required to treat
him.

Maximillian was “affected from the liver and in
addition he had been suffering intermittent fevers con-
tracted in one of the trips to warm lands™®. Friedrich
Semmeleder, personal doctor of the Austrian, not
knowing “too well the special treatment for [these] in-
termittent fevers”, proposed the emperor to “consult
with any of the local Mexican physicians who perfectly
knew the treatment” against them. He was attended to
by the physician Rafael Lucio, “who in those days was
already an eminence”. Initially, Lucio had resisted to
that because “he was a staunch liberal and completely
opposed to the imperial regime”. Prior to leaving to
Cuernavaca, Maximillian wanted to “settle his account
with his Mexican doctor, [...] but the wise doctor com-
pletely refused receiving a single peso, claiming that
having earned the Sovereign’s gratitude sufficed him”*.

During the 19" century, yellow fever, typhus, cholera,
measles, plague and smallpox epidemic outbreaks
added up to more than 70 in the State of Veracruz.
Diseases attacked both cities and small villages, with
not few of them being decimated. Although yellow fe-
ver epidemics were among the most common, “deaths
were quantitatively fewer than with smallpox”. After
1826 and 1855, 3 yellow fever epidemics occurred in
a 5-year period: 1842, 1843 and 1847, the latter in the
year of the North American intervention. Between 1850
and 1852 there was another outbreak of the disease,
as well as during the French intervention in 1863 and
1867. “Public health in the Veracruz territory [as in
other regions in the country] walked hand in hand with
the weather and with internal and international fights
in defense of sovereignty”.

State of medicine during the French
intervention

Ironically, the existence of multiple epidemics
(in 1864, life expectancy of Mexicans was estimated

91



92

Gaceta Médica de México.2018;154

to be 30 years)® was accompanied by fundamental
events in the history of medicine during the period the
country was occupied by France (1862 to 1867).

On April 18, 1864, the Scientific, Literary and Ar-
tistic Commission was founded, and on the 30™ of
that month, the first meeting of the Medical Sciences
Section (later National Academy of Medicine) was
carried out. The section was divided in 5 sub-sec-
tions: pathology, hygiene, legal medicine and medi-
cal statistics, veterinary medicine, medical matters
and pharmacology, and physiology and anthropolo-
gy. The chair was in hands of Doctor Carlos Alberto
Ehrmann, and vice-chair was in charge of Doctor
Miguel Francisco Jiménez, who was professor at the
National School of Medicine. Among other illustrious
physicians of those days who were members of the
section, Dr. Rafael Lucio and Dr. José Maria Veértiz
can be mentioned'. As already mentioned, this time
period is with no doubt one of the greatest as regards
exemplary physicians and scientists; in addition to
the above list, Doctors Lauro Jiménez and Leopoldo
Rio de la Loza, who made important contributions to
pharmacology, should be mentioned, among
others.

One of the main accomplishments of the medical
section was the publication of Gaceta Médica de
Meéxico, journal of the scientific commission medical
section, which later would be simply Gaceta Médica
de México, as until currently is known. The first issue
appeared on Thursday September 15, 1864, with its
first chairman being Dr. Miguel Francisco Jiménez.

In the first issue, differences between typhus and
typhoid fever are precisely discussed in an article
written by Dr. Jiménez himself, mentioning that it is an
endemic disease in the country and clearly establish-
ing its importance.

Dr. Miguel Francisco Jiménez, amebic
hepatic abscess and Mexican scientific
medicine

Dr. Miguel Francisco Jiménez (Fig. 3) is a clear ex-
ample of growing medical science in the Mexico of the
Empire. He was an intelligent and educated man who
strongly supported rational and scientific medicine,
taking observation, rather than guessing as a basis;
he was a strong follower of Auenbrugger and Laennec
contributions; he was with no doubt a physician ahead
of his time, who applied a scientific view to clinical
training and to the entire practice of medicine.

Figure 3. Doctor Miguel Francisco Jiménez.

He was born in Amozoc, Puebla in 1813. He grad-
uated as a physician in 1838 at the Establishment of
Medical Sciences, and almost immediately he occu-
pied a post as a professor of pathology, and subse-
quently anatomy, teachings he offered until his death’®.

In addition to the studies he carried out to distin-
guish between typhus and typhoid fever, he did re-
search on other diseases that considerably afflicted
the country’s population, amebic hepatic abscess,
which was very common in Mexico, even since the
16™ century.

Amebic hepatic abscess is an accumulation of pus
in the liver as a response to the presence of Entam-
oeba histolytica. The disease is acquired by ingesting
water or food contaminated with fecal matter. Once
again, the high incidence of this disease speaks of
overcrowding, poverty and of the unhealthy conditions
of those days. Patients with the disease died regularly,
even due to unfortunate medical interventions where
a sickle-shaped blade knife was used without anes-
thesia or asepsis for the treatment not only of hepatic
abscess, but for any type of abscess. If the patient
didn’t die from the disease, he/she died due to infec-
tion. This was common until the advance proposed by
Dr. Jiménez, consisting in directly surgically interven-
ing by means of a puncture to drain the abscess,
which prevented its rupture and dissemination to other
organs. It is not hard to imagine that this procedure
saved lives and made for patients with the disease to
have a better prognosis®.

Dr. Jiménez high professional and scientific level
deserved the recognition of Maximillian of Habsburg,
who invited him to join as one of his personal doctors,
together with doctors Federico Semeleder, Samuel
Basch and Rafael Lucio N4jera.
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Dr. Jiménez really thought that the arrival of the
Empire was something good for the country, not in the
plane of conservative exacerbation or apology of the
monarchy, but he thought that a new national order
could be established that would make the country
move towards a better quality of life. In a letter he sent
to José Maria Iglesias he mentions: “I am faithful that
a new order could be founded which, being really ac-
cepted by everyone, would end once and forever the
eternal anarchy that consumes us”. Dr. Jiménez died
in Mexico City in 1876.

Conclusion

The period of the French intervention has been one
of the most convulsive epochs for the nation, since
beyond the armed conflict and occupation, an eco-
nomic, political and social disaster was experienced,
which made for many of the public health problems to
be exacerbated, thus affecting all and sundry, as we
have seen. However, this is also period of time that
marks the beginning of a revolution in medical science
in our country by notorious physicians, and although
not all of them have been mentioned, we have taken
Dr. Francisco Jiménez example as a faithful represen-
tative of that generation of medical physicians who,
interestingly, were trained in the French school of
medicine. Finally, it was also on that period (Thursday
September 15, 1864) that Gaceta Médica de Medicina
started being published.
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La tuber, ; : . ; _
culosis y la resistencia a farmacos, en tiempos del cambio climdtico. 29

Resumen

La tuberculosis es un buen ejemplo de
enfermedades tristemente célebres, la lista de
personajes histéricos que padecieron la
enfermedad es muy extensa, baste citar solo
unos pocos ejemplos para ilustrar: Federico
Chopin, Antén Chejov, René Laénnec,
Paganini, entre muchos otros, sin mencionar
epidemias histéricas registradas en los libros
que marcaron definitivamente el rumbo de la
historia en muchos sentidos.

El cambio climatico esta transformado la vida en
el planeta. Cambios en los patrones de
migracion de varias especies animales que
ponen en peligro su existencia. Los
microorganismos estan siendo también
afectados, no solo aquellos que son transmitidos
por insectos, sino también por mamiferos,
incluyendo al ser humano.

La tuberculosis, estd mostrando cambios que
son presumiblemente inducidos por el cambio
climético, es dificil tener la evidencia
contundente de ello por el momento, pero
estudios al respecto ya se conducen en varios
paises donde la infeccion es un problema grave
de salud publica.

La aparicion de cepas que son resistentes a los
farmacos de primera linea, estdn generando la
busqueda de nuevas opciones de tratamiento
eficaces, algunas opciones deben tomar en
cuenta que la biotransformacion de fArmacos se
realiza en el higado y que dicho proceso puede
comprometer tanto la funcion del 6rgano, como
la vida del paciente.

Palabras clave: higado, tuberculosis,
resistencia a farmacos, cambio climéatico

Abstract
Tuberculosis is a good example of remarkable

diseases in history, because many celebrities has
suffered this infection with fatal consequences,
such as Frédéric Chopin, Anton Chejov, René
Laénnec, Niccol6 Paganini, among others, even

more this disease has been determinant in many
social conflicts or wars that has changes the
pathways of history.

Climate change is inducing profound changes in
the planet. Changes in migration routes of many
animal species, jeopardizing their existence.
Microorganism have been affected. not only
those associated to zoonosis, but mammals and
humans as well. Tuberculosis has been
exhibiting changes regarding bacillus strains.
areas of morbidity and drug resistance, possibly
associated to climate change, nowadays, it is
quite difficult to address this statement but some
research approaches are now in course.
particularly in those counties with high
incidence.

The rising of multidrug resistance strains of
Mycobacterium tuberculosis is generating many
concerns regarding the treatment, new
therapeutic approaches must be investigated and
implemented taking in consideration the liver
function because most of the drugs are
biotransformed in this organ inducing liver
failure and, eventually, decease.

Keywords: liver, tuberculosis, drug resistance,
climate change.

Introduccion

El Grupo Intergubernamental de Expertos sobre
el Cambio Climatico (IPCC, por sus siglas en
inglés) ha sefialado que las actividades humanas
estan contribuyendo, de manera significativa, al
Calentamiento Global (CG)(Pachauri RK e al.,
2015).

La sociedad contemporanea se rehisa a
abandonar, en el mediano plazo, el uso de
combustibles fosiles que producen gases con
efecto invernadero, en particular el CO2, que
contribuyen fuertemente al CG (Oyhant¢abal ef
al.,2010).

Por otro lado, en paises del tercer mundo. el uso
de dendrocombustibles continta siendo la
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1a principal de obtencion de energia,
ticularmente en regiones rurales, donde
s contribuye a la deforestacion,
tiendo también la generacion de gases con
~ efectoinvernadero (Schmidt, 2008).

'E cambio de uso de suelo, es otro aspecto que

cide fuertemente en el cambio climatico (CC),
@nmndo pérdida de habitats para plantas y
animales, que aunado al CC, esta generando
roblemas de salud publica que estan
vandose debido a la poca o casi nula
cién, no solo de las autoridades y
S, sino también de la misma poblacion
sin duda, es el principal factor generador
ema (Patzeral.,2004).

nomento que se finaliza este articulo, (3 de
7) se puede facilmente encontrar en
ios de comunicacion una serie de
sticas sobre la aparicion de brotes
el virus coxsackie en varios estados
rcia, 2017; Miranda J et al., 2017),
de tiempo y analisis serios para
estos brotes tienen relacion con el
al., 2011; Meclntyre et al., 2017;
017). Existen reportes que apuntan
ncia de la enfermedad llamada
irico d.e manos, pies y boca",
ntemente al virus coxsackie
entos notables en temporadas

cularmente en los paises
@L 2011) [sera que los brotes
a enfermedad virica, estan

.
IT11Tld

 nuevos paradigmas en el
climatico

que el cambio climético esta
0 en la propagacion de
das por insectos, entre
ar el dengue, la malaria,
yme, el virus del oeste del
e Rift, el chikungunya y la
ﬁlﬁ'@ muchos otros

pandemia de chikungunya era un tema comin
entre expertos en epidemiologia y lideres de
organizaciones de salud, preocupacion que

traian desde el 2015 (Diaz-Quinonez et al..
2016).

El cambio en el clima esta prolongando las
estaciones "naturales" de transmision de
enfermedades, alterando la distribucion
geografica, entre otros factores; por cjemplo, se
prevé una ampliacion considerable de las zonas
afectadas por la esquistosomiasis en China, una
enfermedad transmitida por caracoles (Zhou ef
al., 2008), los cuales cada vez es mas comin
encontrarlos en regiones en las que
anteriormente no se observaban, otra
explicacion puede ser la falta de sus

depredadores que han desaparecido también por
el CC.

En el afio 2008 se hizo ptblico un documento
conocido como 'the Deadly Dozen' donde se
alerta sobre una docena de patogenos que, de
seguir asi las tendencias actuales con el CC,
afectard significativamente a animales y
personas, impactando en la salud y en la
economia mundial (Pandve ez al., 2009).

Entre las infecciones emergentes mencionadas
en esta lista, se encuentra una que es, tal vez
menos obvia, silenciosa, con poca propaganda
en television u otros medios masivos de
comunicacion, pero que es, sin lugar a dudas, la
mas preocupante de todas: la tuberculosis.

Tuberculosis

Fuera de la region del Africa subsahariana, la
incidencia en la tuberculosis (TB) esta
disminuyendo, pero esta creciendo la
preocupacion con la aparicion de cepas
mutifarmaco resistentes (MDR) vy
extensivamente farmaco resistente (XDR). La
TB es una enfermedad infecto-contagiosa
pulmonar de progresion lenta cuyo agente
causal es el bacilo Mycobacterium tuberculosis.
El bacilo es un aerobio estricto y prefiere sitios
con alta concentracion de oxigeno, capaz de
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sobrevivir durante meses en esputo mantenido
en un lugar fresco y oscuro, y durante semanas
en materiales como alfombras, cadaveres,
abonos, papel o ropa, o bien formando parte del
polvo. Es resistente al frio, a la congelacion y a la
desecacion por largos periodos de tiempo, su
pared celular estd compuesta de acidos
micolicos que forman una pared cerosa y gruesa
alrededor de la micobacteria, caracteristica que
le confiere adaptacion ante los cambios
climaticos, asi como a la entrada de farmacos,
debido a la disminucion de la permeabilidad
celular, lo que obliga un tratamiento costoso y de
larga duracién. (Barry etal., 1998).

B La Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO,
por sus siglas en inglés), establece que la
investigacion y el desarrollo en TB necesitan
mayores inversiones. Cada afio mueren mas
personas de tuberculosis (1.4 millones en 2015)
que por la infeccion del virus de la
inmunodeficiencia humana (1.1 millones de
muertes); 400,000 mueren por la combinacion
de ambas infecciones). A pesar de que en la
actualidad el nimero de personas con
tuberculosis MDR a nivel mundial asciende a
580,000, los niveles de inversion actuales ($ 620
millones US) en investigacion y desarrollo han
alcanzado su minimo desde 2008 (Bridgen etal.,
2017). De acuerdo con la WHO, en su informe
global sobre tuberculosis (WHO, 2016) en 2015
se estimo que el numero de nuevos casos de TB
era de 10.4 millones de los cuales el 56% eran
hombres, el 34% eran mujeres y el 10% nifios,
mientras que las coinfecciones de TB y VIH
representaron 1.2 millones de casos (11%), de
todos los casos nuevos reportados. En el 2015
murieron 1.8 millones de personas por la
infeccion, de los cuales 400,000 fueron
coinfeccion con el VIH (WHO, 2016).

Segtin el reporte de 2016, México se encuentra
~ entre los paises con una baja incidencia de TB,
tandose 21 casos por cada 100,000
tantes y una mortalidad casi 20 veces menor
2] promedio mundial. Sin embargo, las bajas
as de TB en nuestro pais se asocian a un

alto subregistro, un déficit en el pronostico y,
ademas muchas personas conviven con
enfermos, de los cuales no todos estan
diagnosticados o bajo tratamiento. Sin embargo,
llama la atencion que el reporte de la WHO del
2016 se ha agregado a México en la lista de
paises con alta incidencia de casos de
coinfecciones TB/VIH (WHO, 2016), por lo que
ello debe generar la atencion por parte de las
autoridades de salud.

La TB es una enfermedad emergente pues la
CENAPRECE ha reportado que el numero de
casos nuevos en México ha aumentado casi al
doble en los ultimos 25 afios. Ademas, se estima
que un tercio de la poblacion mundial esta
infectada sin manifestar enfermedad (TB
latente), de la cual el 10% sufrird TB activa por
reactivacion de bacterias latentes como
consecuencia de la inmunodeficiencia
producida por enfermedades como HIV/SIDA o
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2).

La relacion DM-2 con TB es de gran
importancia, pues en comparacion con la
poblacidn sana los diabéticos tienen un riesgo 3
veces mayor de sufrir TB activa y este riesgo es
atin mayor en la poblacion joven. La DM-2 es
una enfermedad considerada como epidémica
en nuestro pais y la constante y creciente
pobreza de buena parte de nuestra poblacion son
elementos cruciales que permiten predecir un
mayor nimero de casos de TB activa en el futuro
proximo. De hecho, se calcula que en México de
todos los casos de TB activa el 67% tienen DM-2
lo que corresponde al 11% de la poblacion total.
Es por estos motivos que se consideraala TB y
su relacion con la DM-2 como un importante
problema nacional de salud (Ponce-De-Leon A
etal.,2004).

Las estrategias de control de TB, desplegadas
por los gobiernos, estdn enfocadas
particularmente a la solucion clinica, es decir,
por medio de antibidticos, vacunas y acceso a
programas e instituciones de salud. Estas
acciones no han mostrado efectividad para
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detener a la TB, se requiere de intervenciones
sociales y ambientales, las cuales pocas veces se
ven contempladas en el sector salud, o en
general en programas oficiales.

En términos generales las tasas de muertes se
han reducido notablemente, siendo un 90%
menos de muertes asociadas a TB con respecto
al 2015, y 80% de reduccion de nuevos casos.

El prondstico para el paciente con la infeccion es
bueno con antibidticos de primera linea
(rifampicina, isoniazida, pirazinamida,
etambutol), esto cuando se trata de infecciones
con cepas clasicas, pero cada vez se presentan
mas casos de infecciones con cepas MDR, y
XDR las cuales generan cuadros clinicos
dificiles de tratar siendo, la mayoria de las veces,
letales (Dhedaezal., 2017).

Laresistencia a farmacos

Las cepas MDR o XDR, representan una
preocupacion latente, como se ha mencionado.
Se estima que mundialmente el 5% de los
pacientes con tuberculosis estan infectados con
cepas MDR o XDR, pero entre ellos la tasa de
muerte esta por arriba del 40%, llegando al 60%
cuando la infeccion es con cepas XDR (WHO,
2016).

Solo 1 de cada 5 pacientes con infeccion con
cepas MDR recibieron tratamiento, y de ellos
solo la mitad se cur6 (WHO, 2016). Lo anterior
preocupa atin mas debido a que aquellos que
recibieron el tratamiento, pero no fueron
curados son potencialmente portadores de cepas
aun mas resistentes.

La tuberculosis MDR es la causada por una cepa
que no responde al tratamiento con isoniazida y
rifampicina, los dos medicamentos
antituberculosos de primera linea mas eficaces
de que se dispone. La forma MDR se puede
tratar y curar con medicamentos de segpnda
Jinea. Sin embargo, las opciones de tratamiento
de segunda linea son limitgdas y requieren
quimioterapia de larga duracion (hasta de dos

afios de tratamiento) con farmacos que ademas
de caros son toxicos, mientras que la TB XDR es
una forma mas grave de TB, causada por
bacterias resistente no solo a la isoniazida y a la
rifampicina, sino a cualquiera de los
medicamentos antituberculosos de segunda
linea mas eficaces (fluoroquinolonas y
cualquiera de los farmacos inyectables usados
en el tratamiento de segunda linea como
amikamicina, capreomicina, kanamicina), lo
que deja a muchos pacientes sin otras opciones
de tratamiento.

. Como puede influenciar el cambio climatico
la progresion de la tuberculosis,
particularmente, las cepas MDR?

Cientificos mencionan que enfermedades como
la gripe aviar, el ébola, el colera y la
tuberculosis, se propagaran ain mas en el
mundo como resultado de los cambios en las
temperaturas y los niveles de precipitacion
fluvial. Y tendran un enorme impacto en la salud
humana, como en la naturaleza y las economias
del mundo, dice el 'the Deadly Dozen”.
Asimismo, diferentes factores se suman para el
éxito de estas enfermedades, tales como:

Desnutricion. Un buen estado nutricional es
fundamental para un sistema inmunoldgico
eficiente que combata la infeccidn,
particularmente la deficiencia de vitamina D
esta asociado fuertemente a la progresion de la
enfermedad, particularmente de cepas
MDR(Wingfield et al., 2014), se ha
documentado que el cambio climatico esta
impactando en nutricion y migracion en paises
asidticos, con relevancia particularmente en
nifios (UNICEF, 2011).

Migraciones y hacinamiento. No es secreto
que los cambios que conducen a la
globalizacion, los intereses economicos,
territoriales y religiosos esta conduciendo a la
pérdida de arraigo a la tierra, generando
migraciones, que pueden ser pequenas o
masivas, como aquellas causadas por conflictos
bélico-religiosos como en el caso de Siria
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llevando a serios retos en términos de salud,
particularmente en tuberculosis (Cookson et al.,
2015).

El hacinamiento es una constante en
migraciones masivas de cualquier tipo,
condicion fundamental para la transmision del
bacilo. En México, esto se observa en regiones
como Tijuana que tiene la mayor incidencia de
TB, particularmente por el estado en el que
viven los migrantes en espera de cruzar la
frontera.

Es interesante que los desplazamientos se dan de
zonas ecuatoriales a zonas hemisféricas,
particularmente hacia el norte (Europa y USA),
puede ser que si bien los habitantes de estas
zonas ecuatoriales, con radiacion solar
practicamente todo el afio, sean mas resistentes a
la TB porque la activacion de vitamina D sea
adecuada, dicha vitamina depende de
fotoactivacion para ejercer su efecto(Wingfield,
et al., 2014). Al moverse hacia zonas
hemisféricas la biodisponibilidad de vitamina D
activa es menor, por menos radiacion, y por lo
tanto la infeccion (tal vez latente) se active y
manifieste. La tuberculosis induce malnutricion,
y la malnutricion condiciona a la tuberculosis
(Kantetal., 2015).

Contaminacion del aire de interiores,
principalmente por la quema de
dendrocombustibles, como el carbon o la lefia,
los cuales siguen siendo la primera opcion para
la coccion de alimentos y para el calefaccion, en
muchas regiones pobres del mundo,
especialmente en los paises con mayor
incidencia de la enfermedad, como India y
China (Santos et al., 2012). El humo, genera
cuadros neumonicos que impiden un buen
control para la eliminacion de la bacteria en los
pulmones de las personas con la infeccion.

Contaminacion de agua. La pérdida de habitats
esta generando que especies de animales,
silvestres o domesticadas, se acerquen a
ciudades en busca de agua y alimento, muchas

especies de rumiantes son portadores del bacﬂo
y la posibilidad de que contaminen yacimientos
de agua para consumo humano es grande,
empiezan a documentarse casos de infeccion
con cepas de Mycobacterium bovis en humanos,
representando del 5 al 10% de los casos totales
de TB humana, cabe resaltar que la forma
humana puede afectar a animales también,
formando asi, un circuito de infeccion constante
(Davidsonetal., 2017).

Cambio en el uso de suelo se presenta el avance
de laurbanizacion, la construccién de carreteras,
agricultura a gran escala, desecacion de
humedales, entre otros, lo que conduce a la
pérdida de biodiversidad, generando que
vectores se acerquen mas a zonas habitadas. Por
otro lado, se pierden también espacios para el
cultivo, particularmente para el autoconsumo,
en pequefias comunidades, generando estados
de malnutricion, de la cual se aprovechan la
infeccion(Patz, etal., 2004).

El cambio en el uso de suelo esta tomando el
sitio como el principal factor del resurgimiento
de enfermedades infecciosas. Se requieren de
estudios sistematicos para determinar las
causas, pero se especula, con cierta razon, que
esta afectando regimenes alimenticios en
poblaciones vulnerables, es importante recordar
que la TB es una enfermedad de pobres. El factor
nutricion es fundamental para la progresion de la
enfermedad, como se ha mencionado. El cambio
en el uso de suelo también lleva a la migracion,
como se ha mencionado, que favorece la
transmision en zonas de baja o nula incidencia.

(Cuales el reto? En busca de nuevas opciones
terapéuticas

Desde hace varios afios se han reportado nuevas
cepas MDR y XDR, incluso se ha reportado que
estas cepas estan ya mostrando resistencia a
nuevos antibioticos como la bedaquilina y
delamanid. (Bloemberg er al., 2015). El
tratamiento con dosis elevadas de rifampicina y
de isoniazida puede ser una buena opcion de
tratamiento (Chang ef al., 2010) pero es sabido
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también que dicho esquema induce dafio
hepético, particularmente en nifios (Donald,
2011), lo cual esta asociado a un incremento en
casos de muerte, sobre todo en paises asiaticos
(Kumar et al., 2010). El higado es el 6rgano
donde los farmacos se biotransforman, y en
dicho proceso generan intermediarios altamente
toxicos que pueden inducir, como se ha
mencionado, la muerte de un paciente.

Estudios conducidos en nuestro laboratorio en
animales de experimentacion, han mostrado que
el dafio hepético inducido por dosis elevadas de
farmacos antifimicos puede ser
significativamente disminuido, por el
cotratamiento con el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés) lo
que lo posiciona como una excelente opcion de
cotratamiento en pacientes con cepas MDR o
XDR (Enriquez-Cortina ef al., 2013). Datos
obtenidos recientemente muestran que ademas
el HGF es capaz de desplegar efectos
diferenciales tanto en higado como en pulmén
en ratones infectados con una cepa MDR,
induciendo estrés oxidante en pulmon,
fundamental para la eliminacion de la bacteria;
y reprimiendo la misma respuesta en el higado,
donde las especies reactivas de oxigeno (ROS)
representan las principales entidades de dafio,
incluso el HGF por si solo mostr6 disminuir
notablemente la neumonia observada por la
enfermedad, sugiriendo efectos
inmunomoduladores (Bello-Monroy ef al.,
2015).

El tratamiento convencional con los farmacos de
primera linea en dosis elevadas en combinacién
con terapias celulares, al menos
experimentalmente, muestra un efecto viable
que podria ser llevado a la préctica clinica con
resultados prometedores.

Conclusion
/Que acciones se debe tomar para contrarrestar,

lo mas posible, el avance de la TB por el CC? Es
importante que se implementen leyes y
reglamentos que permitan la conservacion y

proteccion de la biodiversidad, aspectos que ha
venido empujando fuertemente instituciones
como la CONABIO, se deben aplicar nuevos
mecanismos de evaluacion ambiental, que
permita llegar a un consenso a nivel mundial
sobre medidas concretas que impacten en CC,
con énfasis en enfermedades emergentes, por
otro lado se requiere de la participacion y
capacitacion de comunidades rurales para la
gestion eficiente de recursos bioldgicos, que
impacten en la conservacion de habitats que
beneficien a la comunidad y a las especies
animales y vegetales, sin que ello implique
pérdida de identidades. Otro aspecto
fundamental es que se contemple el cambio del
uso de suelo en las politicas de salud, ya que esta
presentando un impacto, no solo en tuberculosis,
sino en otras infecciones.

Labusqueda de nuevas opciones de tratamiento,
mas alld de una quimioterapia convencional,
puede ser una opcion viable que frene el
problema, o al menos lo retrase, nuevos
enfoques soportados en terapia celular y
molecular dirigida en combinacion con
farmacos, nuevos o convencionales, pudiera
rendir buenos frutos.

Es muy claro ya como se ha incrementado los
casos de infecciones MDR y XDR; el CC
pareciera pues, estar empujando a favor de la
enfermedad, como mencionamos, no queda atin
del todo claro, pero definitivamente incidir
desde ya en el problema con politicas publicas
desde los gobiernos, y con conciencia y
determinacion en la poblacion general, ayudara
sin lugar a dudas en detener el problema o al
menos, evitar dafios que puedan ser
histéricamente lamentables, por la aparicion de
cepas incurables.

Agradecimiento

El presente articulo fue escrito gracias al
financiamiento de CONACYT Ciencia Basica #
252942.



La tuberculosis y la resistencia a firmacos, en tiempos del cambio climatico.

35

Referencias

Bello-Monroy, O., Enriquez-Cortina, C., Souza,

V., Miranda Labra R, Gutierrez-Ruiz, M. C.,

Bucio, L., and Gomez-Quiroz, L. E. (2015). The

protective effect of the HGF against the toxicity

induced by isoniazid and rifampicin in a moise

model of progresivve tuburculosis. . Annals of
hepatology 14(4),580-581.

Bloemberg, G. V., Keller, P. M., Stucki, D.,
Trauner, A., Borrell, S., Latshang, T., Coscolla,
M., Rothe, T., Homke, R., Ritter, C., Feldmann,
J., Schulthess, B., Gagneux, S., and Bottger, E.
C. (2015). Acquired Resistance to Bedaquiline
and Delamanid in Therapy for Tuberculosis. N
EnglJ Med373(20), 1986-8.

Chang, K. C., and Leung, C. C. (2010). The best
approach to reintroducing tuberculosis
treatment after hepatotoxicity is still open to
debate. Clin Infect Dis 51(3), 366-7; author
reply 367-8.

Cookson, S. T., Abaza, H., Clarke, K. R., Burton,
A.,Sabrah, N.A., Rumman, K. A., Odeh, N., and
Naoum, M. (2015). "Impact of and response to
increased tuberculosis prevalence among Syrian
refugees compared with Jordanian tuberculosis
prevalence: case study of a tuberculosis public
health strategy". Confl Health 9, 18.

Davidson, J. A., Loutet, M. G., O'Connor, C.,
Kearns, C., Smith, R. M., Lalor, M. K., Thomas,
H. L., Abubakar, 1., and Zenner, D. (2017).
Epidemiology of Mycobacterium bovis Disease
in Humans in England, Wales, and Northern
Ireland, 2002-2014. Emerg Infect Dis 23(3),
377-386.

Dheda, K., Chang, K. C., Guglielmetti, L.,
Furin, J., Schaaf, H. S., Chesov, D., Esmail, A.,
and Lange, C. (2017). Clinical management of
adults and children with multidrug-resistant and
extensively drug-resistant tuberculosis. Clin

Microbiol Infect 23(3), 131-140.

Diaz-Quinonez, J. A., Lopez-Martinez, 1.,

Torres-Longoria, B., Vazquez-Pichardo, M.,
Cruz-Ramirez, E., Ramirez-Gonzalez, J. E.,
Ruiz-Matus, C., and Kuri-Morales, P. (2016).
Evidence of the presence of the Zika virus in
Mexico since early 2015. Virus Genes 52(6),
855-857.

Donald, P. R. (2011). Antituberculosis drug-
induced hepatotoxicity in children. Pediatr Rep
3(2),elé6.

Enriquez-Cortina, C., Almonte-Becerril, M.,
Clavijo-Cornejo, D., Palestino-Dominguez, M.,
Bello-Monroy, O., Nuno, N., Lopez, A., Bucio,
L., Souza, V., Hernandez-Pando, R., Munoz, L.,
Gutierrez-Ruiz, M. C., and Gomez-Quiroz, L. E.
(2013). Hepatocyte growth factor protects
against isoniazid/rifampicin-induced oxidative
liver damage. Toxicol Sci 135(1),26-36.

Garcia, I. (2017). Se elevan a 143 los casos del
virus coxsackie en Oaxaca. In E/ Universal (doi:
Digital ed., Ciudad de México.

Hii, Y. L., Rocklov, J., and Ng, N. (2011). Short
term effects of weather on hand, foot and mouth
disease. PLoS One 6(2),e16796.

Kant, S., Gupta, H., and Ahluwalia, S. (2015).
Significance of nutrition in pulmonary
tuberculosis. Crit Rev Food Sci Nutr 55(7), 955-
63.

Kumar, R., Shalimar, Bhatia, V., Khanal, S.,
Sreenivas, V., Gupta, S. D., Panda, S. K., and
Acharya, S. K. (2010). Antituberculosis
therapy-induced acute liver failure: magnitude,
profile, prognosis, and predictors of outcome.
Hepatology 51(5), 1665-74.

Mclntyre, S., Rangel, E. F., Ready, P. D., and
Carvalho, B. M. (2017). Species-specific
ecological niche modelling predicts different
range contractions for Lutzomyia intermedia
and a related vector of Leishmania braziliensis
following climate change in South America.
Parasit Vectors 10(1), 157.



36

ContactoS 106 Octubre-Diciembre (2017)

Miranda J, and Miranda P (2017). El virus
coxsackies ataca también a adultos. In El
Universal (doi, México.

Oyhantcabal, W., Vitale, E., and Lagarmilla, P.
(2010). El cambio climatico y su relacion con las
enfermedades animales y la produccion animal.
Conf. OIE doi, 169-177.

Pachauri RK, and Meyer L (2015). IPCC, 2014:
Cambio climatico 2014: Informe de sintesis.
Contribucion de los Grupos de trabajo I, I1 y 111
al Quinto Informe de Evaluacion del Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el
Cambio Climatico. 1 ed.

Pandve, H. T., Femandez, K., Singru, S. A., and
Chawla, P. S. (2009). Climate change and the
threat of deadly dozen. Indian J Occup Environ
Med 13(3), 154.

Patz, J. A., Daszak, P., Tabor, G. M., Aguirre, A.
A., Pearl, M., Epstein, J., Wolfe, N. D.,
Kilpatrick, A. M., Foufopoulos, J., Molyneux,
D., Bradley, D. J., Working Group on Land Use,
C., and Disease, E. (2004). Unhealthy
landscapes: Policy recommendations on land
use change and infectious disease emergence.
Environ Health Perspect 112(10), 1092-8.

Paull, S. H., Horton, D. E., Ashfag, M., Rastogi,
D., Kramer, L. D., Diffenbaugh, N. S., and
Kilpatrick, A. M. (2017). Drought and immunity
determine the intensity of West Nile virus
epidemics and climate change impacts. Proc
Biol Sci284(1848).

Ponce-De-Leon A, Garcia-Garcia Md M de L,
Garcia-Sancho MC, Gomez- Perez FJ, and JL,
V.-G. (2004). Tuberculosis and diabetes in
southern Mexico. Diabetes care 27, 1584-1590.

Santos, L. G., Pires, G. N., Azeredo Bittencourt,
L. R., Tufik, S., and Andersen, M. L. (2012).
Chronobiology: relevance for tuberculosis.
Tuberculosis (Edinb) 92(4),293-300.

Schmidt, C. W. (2008). Linking TB and the
environment: an overlooked mitigation strategy-
Environ Health Perspect 116(11 ), A478-85.

UNICEEF (2011). Children and Climate Change:
The impacts of climate change on nutrition and
migration

affecting children in Indonesia. 1 ed. UNICEF.

WHO (2016). Global tuberculosis report 2016. 1
ed.

Wingfield, T., Schumacher, S. G., Sandhu, G.,
Tovar, M. A., Zevallos, K., Baldwin, M. R,
Montoya, R., Ramos, E. S., Jongkaewwattana,
C., Lewis, J. J., Gilman, R. H., Friedland, J. S.,
and Evans, C. A. (2014). The seasonality of
tuberculosis, sunlight, vitamin D, and household
crowding. J Infect Dis 210(5), 774-83.

Zhou, X. N., Yang, G.J., Yang, K., Wang, X. H.,
Hong, Q. B., Sun, L. P., Malone, J. B.,
Kristensen, T. K., Bergquist, N. R., and
Utzinger, J. (2008). Potential impact of climate
change on schistosomiasis transmission in
China. Am J Trop Med Hyg 78(2), 188-94.



| H , mncmsmczmzm
ISSN:0186- 4084 1

W&ﬂ@gdﬁwgﬁmagd@ﬂy@%g Jar
Zf,m&}” UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA $20100

www.pexels.com



3
5
a Marquez
12
 de
20
28

Contenido
ntactoS No. 106, Octubre Diciembre 2017

Influencia de la temperatura en la
determinacion sexual de peces blancos
v charales (Chirostoma, Atherinopsidae).

Maria Cecilia Hernandez Rubio,
Gerardo Figueroa Lucero,
Hortensia Montellano Rosales

De América para el mundo: el jitomate.
(Solanum lycopersicum L.)

Dra. Laura J. Pérez Flores

El papel de los diversos receptores
de estrogenos en el cancer de mama.

Javier Esteban Jiménez-Salazar,
Pablo Damian-Matsumura

Clasificacion de estrés por

medio de una red neuronal.
F. Daniel Galvez Sanchez y
Alma E. Martinez Licona

ados en ContactoS en
am.mx/contactos

37

50

61




Casa abierta al tiempo
Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa

Caracterizacién de la ruta de sefalizacién activada por el factor
de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11) y su impacto en la
tumorigénesis en hepatocarcinoma humano

TESIS
Para obtener el grado de Maestra en Biologia Experimental

Presenta
Biol. Exp. Monserrat Gerardo Ramirez

Comité Tutoral
Dra. Maria Concepcién Gutiérrez Ruiz
Dr. José Carlos Fernandez Checa
Dra. Marina Macias Silva

Ciudad de México, 5 de diciembre del 2019



El programa de Maestria en Biologia Experimental de la Universidad Autonoma
Metropolitana pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT, registro 001481, en el Nivel Consolidado, y cuenta con el apoyo del mismo
Consejo, Clave DAFCYT-2003IMPTNNNO0020. Numero de registro de la beca
otorgada por el CONACYT: 633680

Este trabajo estuvo apoyado por los proyectos de CONACYT: CB-252942 y Fronteras
de la Ciencia- 1320 siendo responsable de ambos el Dr. Luis Enrique Gomez Quiroz.



Los miembros del jurado designados por la Comisién Académica del Posgrado en
Biologia Experimental de la Divisién de Ciencias BiolGgicas y de la Salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana- Iztapalapa, abajo firmantes aprobaron la tesis
titulada “Caracterizacion de la ruta de sefializacién activada por el factor de crecimiento
y diferenciacién 11 (GDF11) y su impacto en la tumorigénesis en hepatocarcinoma
humano” que presenta Monserrat Gerardo Ramirez con fecha de examen el 05 de
diciembre del 2019

MIEMBROS DEL JURADO

i \
{ PRESIDENTA SECRETARIA
Dra. Leticia Bucio Ortiz Maria Guadalupe I. Dominguez G6mez
Departamento de Ciencias de la Salud Instituto Nacional de Cancerologia
Universidad Auténoma Metropolitana Ciudad de México

Ciudad de México

4
7
/  VOCAL . VGCAL
Dr. Armando Luna Lépez Dr. lvap’Uriel Bahena Ocampo
Instituto Nacional de Geriatria Departarhento de Ciencias de la Salud

Ciudad de México Ciudad de México



Comité Tutoral

Directora. Dra. Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz
Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana
Teléfono. 5559667520 Correo. mcgr@xanum.uam.mx

Co- director. Dr. José Carlos Fernandez Checa
Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona, CSIC; Unidad de Higado,
Hospital Clinic, IDIBAPS y CIBERehd, Barcelona, Espana.
Doctor Honoris Causa por la Universidad Auténoma Metropolitana
Teléfono. +93-2275709 Correo. checa229@yahoo.com

Asesora. Dra. Marina Macias Silva
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México
Teléfono. 5556225729 Correo. mmacias@ifc.unam.mx



Agradecimientos

A la Universidad Autonoma Metropolitana, porque fue mi casa de estudios durante este
largo tiempo, porque al tener profesores e investigadores de alto nivel me permitieron
crecer mas.

Al Conacyt, por haberme otorgado la beca que me permitié concluir mis estudios.

A la doctora Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz, por ser mi directora de tesis, por su
guia y paciencia.

Al doctor José Carlos Fernandez Checa, quien también formo parte como codirector
de tesis, agradezco también por la oportunidad de haberme dejado trabajar en su
laboratorio durante mi estancia en Barcelona.

A la doctora Marina Macias Silva, por ser mi asesora de tesis.

A los miembros del jurado conformado por la doctora Leticia Bucio Ortiz, la doctora
Maria Guadalupe Dominguez Gémez, el doctor Ivan Uriel Bahena Ocampo y al doctor
Armando Luna Lépez por los comentarios realizados a la tesis

A la doctora Carmen Garcia Ruiz, del IIBB, por su apoyo durante mi estancia en su
laboratorio.

Al doctor Javier Jiménez Salazar y al doctor Roberto Lazzarini, por su apoyo y
colaboracion durante la realizacion del proyecto, asi como al M en BE Arturo Simoni
Nieves, M. en C. Lyssia Castellanos y a la Dra. Elizabeth Tejero por su apoyo en los
estudios de RNA-seq.

Al doctor Jens Marquardt, de la Universidad Johannes Gutenberg, Alemania, por su
apoyo en la realizacién de los analisis de RNA- seq.

Al doctor Benjamin Pérez Aguilar, quien formo parte del proyecto durante el desarrollo
de este.

Al doctor Luis Enrique Gomez Quiroz, por ser el responsable y lider del proyecto de
GDF11, ademas de ser el encargado de financiarlo, agradezco que me haya dado la
oportunidad y la confianza para llevar a cabo esta investigacion.



Agradecimientos

Al laboratorio de Fisiologia Celular (S-351), lugar donde me desarrollé como cientifica,
lugar que me vio crecer y caer algunas veces también, ese espacio que considere,
desde el primer dia mi hogar.

A las doctoras que pertenecen al laboratorio, a la Dra. Lety, Dra. Vero y Dra. Roxana
por su apoyo.

A la Dra. Conchita, gracias por su apoyo aun cuando me encontraba lejos.

A mis compafieros del laboratorio, por ayudarme, por ensefiarme, por hacerme reir y
por brindarme su apoyo cuando lo necesitaba (incluso si se trataba de quedarse a
trabajar toda la noche) por aquellos experimentos que eran para ayer.

A Benja, quien fue mi maestro, gracias por ensefiarme, por tu ayuda, por tu paciencia
y por estar ahi cuando me atoraba en los experimentos.

Al Dr. Luis Enrique Gémez Quiroz, no tengo palabras para agradecer todo su apoyo
(académico y personal), por ser mi amigo y confidente, por esas platicas mafianeras
con una taza de café recién hecho en “la cocina” del lab. acompanado de galletas
(algunas veces robadas de mi cajon) y también por las tardes de palomitas de maiz,
la herramienta perfecta contra el cansancio de una tarde de trabajo pesado.

Gracias por seguir al pendiente de mi cuando deje el laboratorio y claro por alentarme
y apoyarme sabiendo que seria la oportunidad mas importante de mi vida y finalmente
pero no menos importante...

Gracias también por ser un gran ejemplo por seguir, por ayudarme, por ensefarme y
también por soportarme. Agradezco las risas, pero también agradezco los regafos, ya
que me forjaron permitiéndome crecer dia a dia. Gracias, porque usted fue quien vio
una chispa en mi para lograr ser un miembro mas de su codiciado grupo de trabajo. Y
finalmente gracias por ensefiarme que “la ciencia es un estilo de vida, no una
profesion’.



Dedicatoria

A mi padre, Federico Gerardo, quien a pesar de la distancia siempre estuvo conmigo,
porque me apoyo en todo momento sin cuestionar el futuro por el que estaba
trabajando, por alentarme a seguir mis suefios, aun cuando para lograrlos requeria de
alejarme mas de él.

A mi hermano, Edgar Gerardo, quien me apoyo en las decisiones que tomaba, que
aun sin vernos diario siempre supe que tu estabas para brindarme una mano y
ayudarme a pelear mas fuerte para lograr mis objetivos, por celebrar mis batallas
ganadas durante esta larga travesia estudiantil, gracias por no dejarme morir sola.

A mi familia, quienes pese a todo se acostumbraron a dejar de verme por el trabajo en
el laboratorio, por el apoyo y por el carifio que me brindan dia a dia, gracias por hacer
suyos mis logros y festejarlos como una fiesta nacional.

Una dedicatoria especial a mi madre, Marcela Ramirez, quien tristemente perdi6 la

batalla contra el cancer, al cual hoy enfrento yo con las mejores herramientas (Ciencia)
y con las fuerzas multiplicadas para lograr su control.

Vi



Resumen

El factor de crecimiento y diferenciacién 11 (GDF11) ha sido caracterizado como uno
de los principales reguladores de los procesos de diferenciacion en células con
caracteristicas troncales a pesar de algunas controversias sobre estudios relacionados
con la edad. El GDF11 ha sido pobremente estudiado en patologias como el cancer,
particularmente por las caracteristicas troncales que presentan las células,
principalmente en el carcinoma hepatocelular (HCC), uno de los canceres mas
agresivos a nivel mundial. En este trabajo nos propusimos investigar los efectos del
GDF11 en las células de cancer de higado.

El GDF11 induce la activacién de la ruta de las Smad (Smad2/3) sin activar a las Smad
asociadas a la familia de las BMP (Smad1/5) en la linea celular Huh7, pero observamos
en la linea celular Hep3B la activacion de las proteinas Smad de ambas familias.

El tratamiento con el GDF11 no afecta la viabilidad de las células, pero reduce de
manera significativa la proliferacion, la formacién de esferoides y la formacion de
colonias en las lineas de HCC.

Se observé también la desregulacion de CDKG6, Ciclina D1 y Ciclina A y la
sobreregulacién de p27 después del tratamiento con GDF11. Interesantemente, el
tratamiento induce disfuncion mitocondrial mediante la disminucion de la fosforilacion
oxidativa (OCR) y la disminucion en la capacidad glucolitica (ECAR).

Estos efectos fueron potencialmente inducidos por la expresion de E- Cadherina y

Ocludina asi como la represion de Snail y N- Cadherina de manera dependiente.

Vil



Ademas, el tratamiento con el GDF11 por 72 h provoco en las células la disminucion
en la formacién de colonias y de esferoides, estos efectos fueron observados una vez
que el tratamiento fue removido dejando las células sin este estimulo hasta por 10
dias, indicando que el efecto del GDF11 no es transitorio.

Finalmente, en el ensayo de invasidon observamos la disminucion de manera
significativa en la migracion de las células tratadas con GDF11 asociado a la
disminucién en la proliferacion mediante la tincion con Ki67.

Finalmente, nosotros proponemos la activacion de ERK1/2 como unos de los
principales blancos de la sefializacion de GDF11 en la disminucion en la proliferacién.
Los datos mostraron que el GDF11 exdgeno muestra propiedades supresoras de

tumores en las células de HCC.

Vil



Abstract

Growth differentiation factor 11 (GDF11) has been characterized as a key regulator of
differentiation in cells that retain stemness features, despite some controversies in age-
related studies. GDF11 has been poorly investigated in cancer, particularly in those
with stemness capacity, such as hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most
aggressive cancers worldwide. Here, we focused on investigating the effects of GDF11
in liver cancer cells.

GDF11 induced Smad signaling activation (Smad2/3), without activated the BMP
associated Smad signaling (Smad 1/5) in Huh7 cell line, but we observe in Hep3B cell
line both Smad signaling activated.

GDF11 treatment did not affect the viability but significantly reduced proliferation,
colony and spheroid formation in HCC cell lines.

Consistently, down-regulation of CDK6, cyclin D1, cyclin A, and concomitant
upregulation of p27 was observed after 24 h of treatment. Interestingly, GDF11
treatment induce mitochondrial dysfunction by oxidative phosphorylation decrease
(OCR) and glycolytic capacity decrease (ECAR).

These effects were potentially induced by the expression of E-cadherin and occludin,
as well as Snail and N-cadherin repression, in a time-dependent manner. Furthermore,
GDF11 treatment for 72 h induced that cells were incapable of sustaining colony and
sphere capacity in the absent of GDF11, up to 10 days, indicating that the effect of

GDF11 on self-renewal capacity is not transient.



In vivo invasion studies revealed a significant decrease in cell migration of
hepatocellular carcinoma cells treated with GDF11 associated to a decreased
proliferation judged by Ki67 staining.

Finally, we propose ERK1/2 activation like a principal target for GDF11 signaling in the
decrease in the proliferation. Data show that exogenous GDF11 displays tumor

suppressor properties in HCC cells.
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1. Introduccién

1.1 Generalidades del higado

El higado es uno de los 6rganos internos mas grande de nuestro cuerpo, tiene un peso
promedio de 1.5 kg en el adulto, en él fluye aproximadamente litro y medio de sangre
cada minuto, de ahi su color caracteristico. El higado realiza mas de 500 funciones
entre las que estan la transformacion de los alimentos en energia, la sintesis de
factores de coagulacion, la eliminacion de sustancias toxicas, produce la bilis que se
secreta en el intestino para ayudar a absorber nutrientes que no son hidrosolubles,
almacena algunas vitaminas y al glucégeno (un reservorio importante de energia).
Aun cuando esta especializado para llevar a cabo dichos procesos, es muy susceptible

a la agresion que suele comprometer su funcionamiento adecuado.

1.2 Principales agentes toxicos y estadios de dafno hepatico

Entre los principales agentes que lo afectan se encuentran algunas sustancias toxicas
como lo son: el alcohol, farmacos, drogas, exceso de grasas y las infecciones por virus
como la hepatitis B y hepatitis C.

Cuando la agresion se vuelve cronica, el 6érgano puede sufrir una esteatosis, si las
agresiones continuan, puede progresar a un proceso de inflamacion denominada
esteatohepatitis, siguiendo al proceso de fibrosis, cirrosis y culminar finalmente en un
hepatocarcinoma celular (HCC, por sus siglas en inglés) (Gutiérrez Ruiz et al., 2014).
El cambio en el estilo de vida de muchas personas esta tendiendo a incrementar la
prevalencia en las enfermedades hepaticas, como la asociada al consumo de alcohal,

la esteatohepatitis no alcohdlica y el cancer hepatico.



1.3 Estadisticas del cancer de higado

El hepatocarcinoma celular (HCC, por sus siglas en inglés) es uno de los tumores con
mayor prevalencia y uno de los mas agresivos en todo el mundo, se posiciona como
una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial (Ferlay et al., 2015;
Kaposi-Novak et al., 2006; Liu et al., 2017).

En 2018, el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos hizo publico en su Reporte
Anual de la Nacion (Cronin et al., 2018) la incidencia y mortalidad de diversos tipos de
cancer. Sorprendentemente, los datos mostraron que la gran mayoria de los tipos de
cancer han disminuido tanto en la incidencia como en la mortalidad en hombres y
mujeres, encontrando que de los 18 tipos de cancer mas comunes en hombres 11 han
disminuido y de los 20 tipos mas comunes en mujeres 14 han disminuido,
lamentablemente, no todos los tipos de canceres siguen la misma tendencia a
disminuir, ya que el cancer de pancreas, enceéfalo, algunos relacionados con el sistema
nervioso y el cancer de higado lejos de disminuir van en aumento.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia INEGI en México (www.inegi.org.mx)

reportd en 2015 las cifras de las principales causas de muerte en hombres y mujeres,
de las cuales 35,718 muertes registradas fueron causadas por enfermedades
relacionadas con el higado, de las cuales 6,333 muertes fueron por causa de tumores
malignos, por lo que, lo posiciona como el tercer tipo de cancer con mayor indice de
mortalidad registrada en dicho afio.

Este indice de mortalidad relacionada con enfermedades hepaticas aumenta con la
edad, ya que se posiciona como el segundo lugar en hombres con edades entre 30 a

44 anos, manteniendo el mismo lugar entre las edades de 45 y 59 afnos. En hombres



de 60 afos y mas, las muertes relacionadas con las enfermedades hepaticas se
posicionan como la quinta causa.

Estas cifras se mantienen en mujeres, ya que en edades entre 45y 59 afos esta causa
de muerte se posiciona en el tercer lugar y en mujeres mayores a los 60 afos las

muertes por este padecimiento se posicionan en el sexto lugar (www.inegi.org.mx).

Este incremento en la incidencia y la mortalidad es debido principalmente a la
deteccion en etapas avanzadas de la enfermedad, y son estas etapas donde las
terapias no suelen funcionar de manera éptima, por esta razén, en la actualidad uno
de los principales objetivos para la ciencia es la busqueda de nuevas terapias, que

sean especificas y eficaces o bien mejoras para la deteccidén temprana del HCC.

1.4 Caracteristicas del cancer hepatico

El HCC se caracteriza por la proliferacion descontrolada de los hepatocitos y la
acumulacion de mutaciones lo que conlleva a desérdenes en diversas rutas de
sefalizacion encargadas de modular procesos que confieren a las células cancerosas
sobrevivencia, alteracion en el metabolismo energético, resistencia a farmacos vy

capacidad para migrar (Hanahan et al., 2011).

1.5 El papel de Ila ruta de las MAPK en el cancer de higado

Una de las rutas que se encuentra afectada en HCC y que se ha reportado que juega
un papel esencial es la de la familia de las MAPK (mitogen- activated protein kinase)
(Mandal et al., 2016). Esta familia esta conformada por aproximadamente 518

miembros y se encuentra ampliamente conservada en los seres vivos (Lu et al., 2006).



La familia de las MAPK se encuentra orquestando procesos esenciales para las células
ya que esta implicada en el crecimiento y la diferenciacién celular, procesos de mitosis,
motilidad celular, metabolismo energético, proliferacion, apoptosis, sobrevivencia,
procesos de embriogénesis y en la regulacion de la expresion de genes (Chen et al.,
2001).

Esta ruta actua mediante una cascada de sehnalizacion que implica la activacion de
intermediarios comenzando por la activacion de MAPKS, esta cinasa es la encargada
de fosforilar y activar al siguiente intermediario MAPK2 y esta finalmente culmina con
la activacion de MAPK, quien es la responsable de unirse al nucleo permitiendo la
expresion de genes relacionados con los procesos anteriormente mencionados
(Chang et al., 2001; Leppa et al., 1999).

Esta familia esta conformada por diversos miembros, entre ellos se encuentra ERK
(extracellular signal- regulated kinases), JNK'y P38 (Lu et al., 2006).

ERK a su vez es una de las principales rutas de sefializacion debido a que también
juega un papel importante en procesos como proliferacion celular, diferenciacion,
progresion del ciclo celular, migracion, motilidad, invasion, metastasis e interaccion
con la matriz celular (Cargnello et al., 2011; Mandal et al., 2016; Mandal et al., 2014;
Roberts et al., 2007).

Principalmente la activacion de esta ruta se ha relacionado con procesos de agresion
como en el caso de la ingesta alta de colesterol (Gomez-Quiroz et al., 2016).

La activacidén de esta ruta también se lleva a cabo mediante un estimulo derivado de
factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), receptores acoplados a proteinas G,



factores mitogénicos, citocinas y proteinas G. Una vez que llega el estimulo se activara
RAS, la cual se va a encargar de la activaciéon de RAF, que a su vez activara a MEK
que finalmente activa a ERK (Geest et al., 2009; Mandal et al., 2016; Mandal et al.,
2014).

Se ha observado que alteraciones en esta ruta de sefalizacidn se encuentra
estrechamente ligada con el 30% de neoplasias (Gollob et al., 2006; Mandal et al.,
2016). Hay reportes que indican que el oncogen RAS presenta varias mutaciones, por
lo que se esta trabajando en el disefio de inhibidores como posible terapia para

diversos tipos de cancer (Gollob et al., 2006).

1.6 El papel del TGF- S en el cancer de higado

Otra de las vias que juega un papel importante en la progresion del cancer es la de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF- B) la cual podria
considerarse como un posible blanco terapéutico. Sin embargo, dado el papel dual
que juega es dificil ya que en etapas tempranas de la enfermedad sus efectos suelen
ser citotoxicos, mientras que en etapas avanzadas los principales efectos que suele
ejercer sobre el tumor son el crecimiento, procesos de invasion y metastasis, la evasion
del sistema inmune entre otros (Moon et al., 2017; Zhang, J. et al., 2016; Zhang et al.,

2017).

1.7 Generalidades del GDF11

Uno de los miembros de la superfamilia del TGF- 3 es el factor de crecimiento y



diferenciacion 11 (GDF11), quien también se encuentra en la familia de las proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP), donde es conocido como BMP11 el cual se ha
asociado con efectos diferenciales en los distintos linajes celulares, mientras que en
unos puede inducir citotoxicidad, en otros, puede iniciar sefiales de sobrevivencia

(Sinha et al., 2014; Zhang et al., 2015; Zhang, Y. H. et al., 2016).

1.8 Ruta de senalizacion mediada por el GDF11

Esta proteina induce su sefalizacion mediante un complejo tetramérico de receptores
con actividad de serina treonina cinasa, este complejo de receptores esta conformado
por dos receptores tipo | a los que pertenecen los receptores ALK y dos receptores
tipo Il, entre los que se encuentran ACTRII.

Si bien, el GDF11 se encuentra entre dos familias, ambas inducen activacion de
proteinas Smad de manera distinta y esto se debe al tipo de receptor que se esté
activando por el GDF11.

Cuando la activacion es mediada por la ruta candnica del TGF- B3, el GDF11 se une a
los receptores tipo | como ALK4, ALK5 o ALK7 y a receptores tipo || como ACTRIIA o
ACTRIIB (Walker et al., 2017; Williams et al., 2013).

Cuando la ruta de sefializacion es mediada por la familia de las BMP la activacion de
los receptores es distinta, ya que para esta la ruta va mediada por los receptores ALK1,
ALK2, ALK3 y ALK®6 (Ning et al., 2019; Zhang, Y. H. et al., 2016).

Una vez que el GDF11 se une a los receptores tipo |, estos se encargan de activar a

las proteinas Smad, las cuales también son conocidas como R-Smad, nuevamente,



segun el tipo de receptores que se activen seran las encargadas de activar la ruta de
las proteinas Smad, en el caso del TGF- $, la ruta activada de manera candnica esta
mediada por Smad2/3 (Williams et al., 2013), para el caso de las BMP, la ruta canoénica
de las Smad es via Smad 1/5 (Zhang, Y. H. et al., 2016) (Fig. 1).

Una vez activadas las proteinas R-Smad una Smad en comun (Smad 4), también
conocida como Co-Smad, se les une formando asi un complejo que se transloca al
nucleo para la expresion de diversos genes que se encargan de regular procesos
relacionados con el desarrollo, diferenciacién, migracién y proliferaciéon celular

(Finkenzeller et al., 2015; Gaunt et al., 2013; Massague, 2012; Williams et al., 2013).
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Fig. 1 Ruta de sefalizacion mediada por el GDF11.

Si bien, esta familia se caracteriza por la amplia diversidad de receptores y ligandos,

los mencionados para GDF11 tienen respuestas fisiologicas distintas comparadas con



las respuestas producidas por la uniéon de otros ligandos con sus receptores
correspondientes, sin embargo de las principales respuestas emitidas por GDF11 son
las relacionadas con la inhibicion de la neurogénesis controlando la expresion de p27,
un regulador negativo del ciclo celular que interactua con las cinasas dependientes de
ciclinas, ademas de regular la expresion de otros genes relacionados con dicho
proceso e inhibiendo la proliferacion celular, también, suprime la expresién de genes
implicados en la migracion celular incluyendo FASCIN, LIM y LASP1, ejerce efectos
sobre la activacion de Hoxd11, un factor de transcripcion que juega un papel
importante en la morfogénesis de organismos multicelulares (Gaunt et al., 2013;

Williams et al., 2013).

1.9 Funciones del GDF11

Entre las funciones fisiologicas del GDF11 se encuentran procesos de desarrollo,
embriogénesis, diferenciacién y organogénesis, regeneracion del musculo esquelético,
el musculo cardiaco y el sistema neural a partir de células progenitoras; y esto se lleva
a cabo mediante el incremento de la proliferacion y la diferenciacién de las células
troncales, las cuales dan origen a mas células que, después de su maduracion seran
las encargadas de sustituir a las células dafadas cuya funcion se encuentra
comprometida devolviendo asi a los musculos sus funciones fisiolégicas adecuadas
(Esquela et al., 2003; McPherron et al., 1999; Nakashima et al., 1999; Sinha et al.,
2014). Estos descubrimientos se determinaron mediante el uso del GDF11

recombinante en ratones viejos, donde determinaron que el uso de este factor de



crecimiento provocé el aumento de la frecuencia de células satélites, lo cual se vio
reflejado en el incremento en el mejoramiento muscular (Sinha et al., 2014).

Otro de los efectos que se han demostrado que induce esta molécula son sobre los
procesos de invasion y metastasis (Finkenzeller et al., 2015; Ge et al., 2005; Gokoffski

et al., 2011; Williams et al., 2013).

2. Antecedentes

En 2007, el grupo del Dr. Mori reportd por primera vez la relacion existente entre el
GDF11 y el cancer colorectal, donde encontraron un incremento del ARNm del factor
de crecimiento en muestras de pacientes con mal prondstico. Interesantemente, este
aumento se hizo mas notorio en muestras de pacientes considerados con pobre
prondstico debido a la baja sobrevivencia después de la intervencion quirurgica, por
esta razén se relacion6 al factor como un posible marcador de agresividad (Yokoe et
al., 2007).

En 2017, el grupo del Dr. Bajikar (Bajikar et al., 2017), reporté el efecto
antitumorigénico de GDF11 en cancer de mama humano triple negativo y reportaron
que la presencia de dicho factor conferia a las células la pérdida de la capacidad
migratoria, considerada como una caracteristica de agresividad, debido al aumento de
E-cadherina, proteina que se encarga de mantener a las células epiteliales ancladas
al sustrato, ademas, de una disminucién en la proliferacion celular. Efectos similares
se reportaron en ratones a los cuales se le implantaron células MDA- MB- 231, dicho
modelo demostré que esta linea celular presenta un aumento en la susceptibilidad a

la apoptosis. Al estudiar el mecanismo por el cual se producian estos efectos



encontraron que se debio principalmente al impedimento de la maduracion de GDF11
ya que la convertasa Pcsk5, la cual es la encargada de llevar a cabo este proceso no
funcionaba adecuadamente, debido a la presencia de mutaciones principalmente en
sus sitios activos. Esto provoco que la célula presentara una acumulacion del GDF11
inmaduro en su interior (Bajikar et al., 2017; Essalmani et al., 2008) .

Los resultados anteriores se vieron reforzados por los encontrados en el grupo del Dr.
Behr, quien determind la relacion del GDF11 con el cancer de mama, reportando que
las células después del tratamiento con el factor de crecimiento perdieron la capacidad
de migrar. Ademas, encontraron en pacientes con cancer de mama, con un indice de
recaida menor, que los niveles de expresiéon de GDF11 eran altos (Wallner et al.,

2018).

3. Justificacion

El HCC es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial,
mientras que, en México, las defunciones por enfermedades del higado se posicionan
en el tercer lugar, razén por la cual se ha convertido en un serio problema de salud
publica. Una de las dificultades para tratar esta patologia es debido a su deteccion
tardia ya que esta suele presentarse como un padecimiento asintomatico en sus
etapas iniciales permitiendo el avance rapido, por lo que cuando se diagnostica, en la
mayoria de los casos, las terapias comunes ya no suelen ser efectivas, siendo la
principal opcion el trasplante del 6érgano. Sin embargo, esta opcion suele ser poco

alentadora debido al bajo indice de donacion de érganos y al riesgo que presenta.
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Por esta razon, es importante buscar nuevas terapias que sean efectivas, con menor
riesgo y menos invasivas para los pacientes.

El GDF11 puede ser una buena opcion terapéutica debido a los efectos antitumorales
observados in vitro por lo que es importante conocer el mecanismo de accion por el

cual actua dicho factor para inducir tales efectos.

4. Pregunta de investigacion
¢ Cual es el mecanismo desplegado por el GDF11 en la induccion de sus efectos

antitumorigénicos en células de cancer hepatico humano?

5. Hipoétesis
Por su fenotipo troncal, las células Huh7 y Hep3B responderan al GDF11 induciendo
un efecto antitumorigénico medido por la regulaciéon del metabolismo y la transicion

mesénquima epitelial.

6. Objetivos
6.1 Objetivo general
Caracterizar el mecanismo por el cual el GDF11 induce efectos antitumorales en

células Huh7 y Hep3B derivadas de carcinomas hepatocelular humano.
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6.2 Objetivos particulares

e Caracterizar los efectos antitumorigénicos ejercidos por el GDF11 en células
Huh7 y Hep3B derivadas de carcinomas hepatocelular humano.

e Determinar la transduccion de sefiales en respuesta al GDF11 en células Huh7
y Hep3B.

e Caracterizar los efectos del GDF11 en la transicion mesénquima epitelial.

e Evaluar las propiedades de invasiéon del GDF11en un modelo de membrana
corioalantoidea de embriones de pollo.

e Determinar los efectos transcriptdmicos globales que ejerce el GDF11 en

células Huh7 por medio de RNA-seq y su relacion con el fenotipo celular.

7. Material y Métodos
7.1 Diseno experimental
Se uso el factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11) recombinante humano

(Peprotech) a una concentracion de 50 ng/ml siguiendo los protocolos (Fig. 2).
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Fig. 2 Disefio experimental del proyecto desarrollado

7.2 Cultivo celular

Se usaron las lineas celulares Huh7, Hep3B, HepG2, SNU182 y Hepa1-6 las cuales
son derivadas de carcinomas hepatocelulares, MDA-MB-231 derivadas de un
carcinoma de mama y CAPAN1 derivada de un cancer de pancreas. Todas las lineas
celulares fueron obtenidas de la ATCC (Manassas, VA, USA). Se cultivaron usando
medio Williams (Sigma- Aldrich, USA), con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, USA) al
10% y antibidtico y antimicético (Thermo Fisher, USA) al 1%, las células se
mantuvieron al 5% de CO2, 90% de humedad y 37 °C. Se sembraron en botellas para
cultivo de plastico (Costar Inc, USA). Todos los experimentos se realizaron en un
intervalo de pasaje 20- 35. Se usé el factor de crecimiento y diferenciacion 11
recombinante humano GDF11, (Peprotech Inc, USA) a una concentracion de 50 ng/ml

por diferentes intervalos de tiempo.
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7.3 Cuantificacion de proteina

Se realizd la extraccion de proteina usando un buffer de lisis con inhibidores de
proteasas (PhosSTOP, Rocher, Complete, Rocher). Se realizé la cuantificacion de la
proteina mediante el estuche comercial de acido bicinconinico (BCA, Pierce, Thermo

Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante.

7.4 Western blot

El western blot se realizd siguiendo el protocolo previamente reportado (Enriquez-
Cortina et al., 2013). Se us6 membrana de PVDF (Bio-Rad, USA) con los anticuerpos
descritos en la tabla 1. Las membranas fueron expuestas usando Super Signal West
Pico Quimioluminiscente (Pierce Biotechnology, USA). Las membranas fueron

reveladas usando un Gel Logic 2500 (Kodak, Rochester, NY, USA)

| Anticuerpo | Dilucién | Secundario | Nimero de catélogo

BB 11000 Rabbit Abcam. Ab40854
" 1:1000 Rabbit Abcam. Ab52903

Smad2 1:1000 Rabbit Cell Signaling 5339 S
pSmad2 1:1000 Rabbit Cell Signaling 3108 S
B 11000 Rabbit Cell Signaling 6944 S
B 11000 Rabbit Cell Signaling 12534 S
1:1000 Rabbit Cell Signaling 9516 S
[ACVRIIA  ERLIN) Rabbit Abcam. Ab96793
(CyclinD1  [EF) Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-753
clin A 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-751
Cdk6 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-7181
p27 1:200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-776
I 1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-81812
ENEE 200 Rabbit Santa Cruz. Biotechnology sc-28199
1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-21791
1:200 Mouse Santa Cruz. Biotechnology sc-59987
1:1000 Rabbit Cell Signaling 4695 S
1:1000 Rabbit Cell Signaling 4376 S
1:10000 Rabbit Millipore-Sigma A3854

Tabla. 1 Lista de anticuerpos
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7.5 Ensayo de inmunofluorescencia

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito (Marquardt et al., 2012). Las células fueron
tratadas por diferentes intervalos de tiempo con GDF11 (50ng/ml), posteriormente
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS (phosphate buffered saline). Las
muestras fueron permeabilizadas con 0.01% con triton- X 100 por 30 min. y
bloqueadas con BSA al 3% por 30 min e incubados con los anticuerpos anti-occludin
(Santa Cruz Biotechnology 81812, dilucién 1:100), anti-snail (Santa Cruz
Biotechnology 28199, dilucién 1:100), anti-E-cadherin (Santa Cruz Biotechnology
21791, dilucién 1:100) and anti-N-cadherin (Santa Cruz Biotechnology 59987, dilucién
1:100). El nucleo fue tefido con DAPI. Las imagenes fueron obtenidas con un

microscopio confocal (Carl Zeiss LSM- 780 NLO, Oberkochen, Alemania).

7.6 Funcionalidad mitocondrial por MTT

La funcionalidad mitocondrial fue medida usando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-dimetiltetrazolio mediante un ensayo de funcionalidad mitocondrial comercial
(Vybrant MTT cell proliferation assay kit, Thermo Fisher Scientific) siguiendo el

protocolo del fabricante.

7.7 Determinacion en tiempo real del metabolismo mediante Seahorse

La taza del consumo de oxigeno en tiempo real de manera in vivo (OCR) y la taza de
acidificacion extracelular (ECAR) fue monitoreada mediante el uso del equipo
Seahorse XFe24 (Seahorse Bioscience) siguiendo el protocolo estandar. La linea

celular Huh7 fue tratada con GDF11 a la concentracion reportada anteriormente por

15



48 h con medio sin SFB. Después de las 48 h del tratamiento, se obtuvieron 40,000
células fueron sembradas nuevamente en las placas especificas del equipo usando
medio con SFB, una vez adheridas las células, se realizd el ultimo tratamiento con
GDF11 para completar las 72 h de tratamiento. Para realizar la medicién en tiempo
real tanto de ECAR como de OCR, las células fueron incubadas con medio de ensayo
(XF Base Media) el cual fue suplementado con 2mM de L-glutamina seguido de una
inyeccion de 10mM de glucosa, 2mM de oligomicina y 50mM de 2-deoxy-glucosa (2-
DG) (Glycolysis Stress test). EI ECAR y el OCR fueron normalizados con el total de

proteina.

7.8 Estudio de invasion usando el modelo de membrana corioalantoidea (CAM)
Se realiz6 el experimento siguiendo el protocolo reportado previamente (Quigley et al.,
1998; Ribatti, 2017; Sinning et al., 2012). Se usaron huevos fértiles (Granja ALPES
SA, Puebla, México), los cuales fueron separados en dos grupos de forma aleatoria.
Los huevos fueron incubados a 37.8°C y 60% de humedad, se realiz6 una ventana
sobre el cascaron de 1cm?. La membrana vitelina fue diseccionada, un milléon de
células, tratadas y no tratadas con GDF11 por 72 h, fueron trazadas con el colorante
comercial vibrant CFDA SE cell tracer kit (Thermo Fisher Scientific) e introducidas en
la CAM, entre dos vasos sanguineos usando 30 ul de matrigel (Sigma- Aldrich) como
sustrato. La ventana fue cubierta con cinta adhesiva esteril y los huevos fueron
incubados por 2 y 4 dias. La CAM fue removida e inmediatamente fue fijjada con

paraformaldehido (4%) en PBS. Las secciones en parafina fueron usadas para realizar
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las tinciones de inmunofluorescencia. El nucleo fue tefido con DAPI.
Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM- 780

NLO, Oberkochen, Alemania).

7.9 Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscripcion
cuantitativa

1 ug de ARN se transcribié de forma reversa usando 20ul de reaccion SuperScript
(Invitrogen Corp.) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Los primers fueron

disefados usando Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) como se reportd

en (Czauderna et al., 2018). El andlisis de gRT-PCR fue realizado con un CFX96 Touch
(Bio-Rad) termo ciclador de reaccion de placas de 96 pozos. 10 pul de reaccion fueron
mezcladas con 5 ul 2X SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad), 200nM de cada primer
y 1 ul de cDNA. La reaccidn fue incubada por 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de
30s a 95°C y 60s a la temperatura especifica del primer. El nivel de expresion de la
proteina ribosomal S18 (rs18) se usé como referencia. Los niveles de expresion

relativos de los genes fueron calculados usando la formula 2-2ACY),

7.10 Ensayo de inmunoprecipitacion

Se realizd siguiendo el protocolo reportado (Clavijo-Cornejo et al., 2013). Se uso la
linea celular Huh7 y el GDF11 (50 ng/ml) por diferentes periodos de tiempo. Se uso el
anticuerpo pSer/Thr (Abcam 17464), ACVIIA (Abcam 96793) para detectar el receptor

en su forma activa.
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7.11 Ensayo de proliferacion celular

Se realizé siguiendo el protocolo reportado (Perez-Aguilar et al., 2015). Se sembraron
las lineas celulares en placas de 96 pozos estériles. Se us6 el GDF11 (50 ng/ml) y se
incubo por diferentes tiempos en presencia o no de SFB. La proliferacion celular se
midié mediante el reactivo cck-8 (Dojindo Lab, Kumamoto, Japdn) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

7.12 Ensayo de viabilidad

Se realiz6 siguiendo el protocolo reportado por (Nakagawa, 1996). Se sembraron las
lineas celulares en placas de 96 pozos estériles. Se us6 el GDF11 (50 ng/ml) a
diferentes tiempos en presencia o no de SFB. La viabilidad celular se midié por medio

de la absorbancia obtenida del cristal violeta una vez extraido con SDS.

7.13 Ensayo de herida- cicatriz

Se realiz6 el ensayo siguiendo lo reportado por (Jimenez-Salazar et al., 2014). Se
sembraron las lineas células a una confluencia de 90% aproximadamente en platos de
cultivo de 3 cm. Se realizaron dos heridas usando una punta de pipetas de 1-200 uL
estéril. Se realizaron lavados de forma delicada con PBS con la finalidad de remover
las células no adheridas después de la realizacion de la herida. Las heridas realizadas
fueron monitoreadas cada 24 h. Se usé el GDF11 (50 ng/ml) por 72 h en presencia o

no de SFB. Finalmente, una vez terminado el experimento se tomaron fotografias.
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7.14 Ensayo de formacion de esferoides

Este ensayo se realizé siguiendo el protocolo reportado por (Perez-Aguilar et al.,
2015). Se sembraron las lineas celulares en placas de baja adherencia. Se usé el
GDF11 (50 ng/ml) por cinco dias. Una vez terminado el tratamiento se contaron los

esferoides y se tomaron fotos.

7.15 Ensayo de clonogenicidad

Se sembraron las lineas celulares en platos de cultivo de 6 cm. Se us6 el GDF11 (50
ng/ml) por 72 h en presencia o no de SFB. Transcurrido el tiempo, las células fueron
despegadas usando tripsina y se sembraron 1000 células en placas de 6 pozos usando
medio Williams con suero, pero sin la presencia del factor de crecimiento por 10 dias.
Al finalizar el experimento las colonias fueron tefiidas con cristal violeta y se realizé el

conteo de estas.

7.16 Secuenciaciéon masiva de ARN

La extraccion del ARN se realiz6 utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La cantidad de ARN y la pureza se estim¢ utilizando un espectrofotometro Nanodrop
ND-2000c (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) y la integridad fue evaluada por
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA). La secuenciacion del ARN se realiz
utilizando la plataforma de lllumina HiSeq4000, los resultados fueron guardados en la

base de datos de Bioproject.
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Las lecturas sin procesar se filtraron mediante la eliminacidn de secuencias
adaptadoras, contaminacion y calidad de lectura. Las lecturas se mapearon usando la
secuencia de referencia del genoma humano (GRCh37.82) usando HISAT2 (hisat2-
2.0.2-beta) seguido de un resumen de lectura con featureCounts (subread-1.5.0-p1).
Los parametros para el analisis de expresion diferencial fueron la tasa de
descubrimiento falso (FDR) igual a 0.5, valor p<0.001 y cambio de registro de pliegue
de -1.5 a 1.5. Todos los analisis de datos se realizaron utilizando el lenguaje de
programacion R y paquetes relacionados. La matriz de salida de featureCounts se

ingreso6 en el paquete Bioconductor DESeq2 para analisis de expresion diferencial.

7.17 Andlisis estadistico

Cada experimento se llevdé a cabo por triplicado en al menos tres experimentos
independientes. El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 mediante
el analisis de varianza (ANOVA) seguido por la prueba no paramétrica Tukey para el
analisis de viabilidad, funcionalidad mitocondrial mediante MTT, numero de esferoides
y numero de colonias. La prueba t-student fue realizada para el analisis del numero de

esferoides.

8. Resultados
8.1 El GDF11 no afecta la viabilidad de las células de cancer de higado
Debido a que el GDF11 es un miembro de la familia del TGF- y a dicha familia se le

han atribuido efectos citotoxicos sobre las células transformadas, esto principalmente
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en etapas avanzadas del cancer, se evalu6 el impacto del GDF11 sobre la viabilidad
celular, las células Huh7 y Hep3B fueron tratadas con GDF11 (50 ng/ml) por diferentes
intervalos de tiempo.

Como se observa en los resultados, ambas lineas celulares no se vieron afectadas
después del tratamiento, sin encontrar cambios significativos incluso 72 h en presencia

del tratamiento (Fig. 3A 'y 3B)
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Fig. 3A y 3B El GDF11 no afecta la viabilidad de las células de cancer de higado. Ensayo de
viabilidad celular determinado mediante cristal violeta. Se usé CdCl> (6 uM por 6h) como
control positivo (PC). Cada columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro
experimentos independientes por triplicado.

8.2 La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11
Como se pudo observar, el GDF11 no esta afectando la viabilidad celular, por lo que
se determind evaluar cuales eran los receptores implicados en la sefializacion mediada
por el factor de crecimiento. Mediante Western blot se observaron dos de los
principales receptores reportados para el GDF11, ALK5, como uno de los receptores
tipo | y ACTRIIA como uno de los receptores tipo II.

El resultado muestra que la linea celular Huh7 cuenta con ambos receptores del

GDF11 (Fig. 4A)
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Fig. 4A La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11. Ensayo de
Western blot muestra la presencia de los principales receptores usados por el GDF11. Se usé
actina como control de carga.

Con la finalidad de estudiar el comportamiento de los receptores en la linea celular
Huh7, se realiz6 un ensayo de inmunoprecipitacion, el resultado muestra que el
tratamiento con el GDF11 permite la activacion del receptor (Fig. 4B).
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Fig. 4B La linea celular Huh7 presenta los receptores requeridos por el GDF11. Ensayo de
Inmunoprecipitaciéon, muestra activacion del receptor ACTRIIA. Imagen representativa de al
menos tres experimentos independientes.
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8.3 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion
de las proteinas Smad

Debido a que el GDF11 es un miembro de la superfamilia del TGF-$ y de la familia de
las BMP, a continuacion, se evalu6 cual de las vias canonicas de ambas familias se
encontraban implicadas en los procesos observados por el GDF11 mediante su
activacion.

Se realizé un ensayo de Western blot para determinar las proteinas Smad activadas
en la linea celular Huh7. Los resultados muestran la activacion de las proteinas Smad2
y Smad3 a partir de los 5 minutos del tratamiento, esta ruta es activada de manera
canonica por el TGF-B. Sin embargo, las proteinas rio abajo de la familia de las BMP
(Smad1 y Smad5) no participan en la senalizacion del GDF11 en la linea celular Huh7
ya que estas no muestran cambios después de la administracion del factor de
crecimiento, encontrando, ademas, la activacion de ambas proteinas en el grupo
control (Fig. 5A). En la linea celular Hep3B la activacion de las proteinas Smad2 y
Smad3 es a partir de los 15 minutos después de la administraciéon del GDF11, sin
embargo, también se observa la activacion de las proteinas Smad1 y Smad5 a los
mismos tiempos que las proteinas canodnicas de la familia del TGF- 3, este resultado
sugiere que la linea celular Hep3B induce efectos utilizando las dos rutas canonicas
del GDF11 sin mostrar alguna preferencia por la sefalizacion de ambas familias (Fig.

5B).
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Fig. 5 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion de las
proteinas Smad. A) Ensayo de Western blot muestra la activacion de las proteinas Smad2/3
sin encontrar cambios en la activacion de las proteinas Smad1/5 en la linea celular Huh?.
Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.
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Fig. 5 Las lineas de HCC responden al tratamiento del GDF11 mediante la activacion de las
proteinas Smad. B) Ensayo de Western blot muestra la activacion de las proteinas Smad2/3
ademas de la activacion de las proteinas Smad1/5 en la linea celular Hep3B. Iméagenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.
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8.4 El GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC
Posteriormente se evaluo el efecto del GDF11 sobre la proliferacion, si bien, resultados
anteriores mostraron que no habia efectos sobre la viabilidad se evalu6 si el
tratamiento afectaba la proliferacion de las lineas provenientes de un cancer de higado
humano
Los resultados muestran que el GDF11 disminuye la proliferacion en ambas lineas
celulares, encontrando que en las células Huh7 disminuye la proliferacién de manera
significativa hasta las 72 h de tratamiento, estos experimentos se realizaron en
presencia o no de SFB, el cual fue utilizado como un agente mitogénico, permitiendo
asi la progresion acelerada de la proliferacion celular (Fig. 6A y 6B).
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. A) Ensayo
de proliferacion celular muestra que el GDF11 induce la disminucién de la proliferaciéon sin la
presencia de SFB. B) Ensayo de proliferacion en presencia de SFB en la linea celular Huh?7.
Cada punto representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes

por triplicado. * p< 0.05 vs NT

Efectos similares fueron observados en las células Hep3B, donde la disminucién en la
proliferacion se vio reflejada después de 72 h con el tratamiento, nuevamente, estos
resultados se realizaron en presencia o no de SFB (Fig. 6C y 6D). Si bien, en ambos
grupos (-/SFB, +/SFB) se observé disminucion en la proliferacion, los resultados fueron

significativos cuando el experimento se realiz6 en presencia de SFB.
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. C) Ensayo
de proliferacion celular muestra que el GDF11 induce la disminucién de la proliferacion sin la
presencia de SFB. D) Ensayo de proliferacion en presencia de SFB en la linea celular Huh?7.
Cada punto representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes
por triplicado. ** p< 0.05 vs NT

A continuacion, se realiz6 ademas un ensayo de herida cicatriz con la finalidad de
observar de manera indirecta los efectos sobre la proliferacion celular, ya que dicho
ensayo nos sugiere ademas afectos sobre la migracion. Como se puede observar en

las imagenes, ambas lineas celulares que estuvieron en presencia del GDF11

disminuyeron de manera notoria el cierre de la herida realizada comparada con las
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células control, las cuales, como se puede observar, después de 72 h la herida
realizada estaba cerrada en su gran mayoria, observando efectos similares a la herida
realizada en el tiempo cero (Fig. 6E y 6F).

E)

72 h

Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. E) Ensayo
de herida cicatriz muestras que el tratamiento con el GDF11 retrasa el cierre de la herida en
la linea celular Huh7. Imagenes representativas de al menos tres experimentos
independientes.

Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. F) Ensayo
de herida cicatriz muestras que el tratamiento con el GDF11 retrasa el cierre de la herida en
la linea celular Hep3B. Imagenes representativas de al menos ftres experimentos
independientes.
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Para corroborar el efecto de la disminucion en la proliferacion celular y el cierre del
ensayo de herida cicatriz, se decidido observar mediante un ensayo de Western blot
algunas proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular. Como se puede
observar, algunas de las principales proteinas que se encargan de regular de manera
positiva, permitiendo la progresion del ciclo celular, como ciclina A, ciclina D1 y la
cinasa dependiente de ciclina (cdk6) se encuentran disminuidas después del
tratamiento con el GDF11 en el transcurso del tiempo, observandose un mayor efecto
después de 72 h con el tratamiento, mientras que la proteina p27, uno de los
reguladores negativos del ciclo celular se encuentra aumentado con el tiempo.

Este resultado nos sugiere porque la proliferacién se encontré disminuida (Fig. 6G y
6H).
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Fig. 6 EI GDF11 induce efectos antiproliferativos en las lineas celulares de HCC. G) Ensayo
de Western blot muestra la disminucion de las principales proteinas regulatorias del ciclo
celular y la sobreactivacion de p27, regulador negativo del ciclo celular, en la linea celular
Huh7. H) Densitometria de las imagenes del ensayo de Western blot. Imagen representativa
de al menos tres experimentos independientes.

8.5 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC

Si bien, el GDF11 no estaba afectando la viabilidad celular, pero si estaba afectando
la proliferacion, se decidio evaluar la funcionalidad mitocondrial por MTT de las células
derivadas de HCC.

Como se puede observar, el tratamiento con el GDF11 provoco la disminucidn de la

funcionalidad mitocondrial de la linea celular Huh7, observandose la diferencia de

manera significativa a partir de las 24 h en presencia del tratamiento y observandose
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el punto con mayor efecto después de las 72 h en presencia del tratamiento en

comparacioén con las células que no recibieron el tratamiento (Fig. 7A).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. A) Ensayo de
funcionalidad mitocondrial por MTT en la linea celular Huh7 muestra la disminucion después
del tratamiento con GDF11, viéndose efecto desde las 24 h, encontrando mayor efecto hasta

las 72 h. Cada columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos
independientes por triplicado. * p< 0.05 vs NT

Efectos similares fueron encontrados en la linea celular Hep3B, donde al igual que en
la otra linea celular, se observa la disminucidon de la funcionalidad, encontrando la

disminucion de manera significativa a partir de las 48 h de tratamiento (Fig. 7B).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. B) Ensayo de
funcionalidad mitocondrial por MTT en la linea celular Hep3B muestra la disminucién después
del tratamiento con GDF11, viéndose mayor efecto hasta las 72 h. Cada columna representa

el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. * p< 0.05
vs NT

Nuevamente, los efectos fueron mas notorios en la linea celular Huh7, estos efectos
pueden deberse al grado de diferenciacion que tienen las células, sugiriéendonos que
la linea celular Hep3B es de un fenotipo mas agresivo en comparacion con la linea
celular Huh?.

El ensayo de funcionalidad mitocondrial mediante MTT nos sugiere fuertemente que
dicho proceso se encuentra comprometido, pero para ganar mas certeza sobre los
efectos que induce el GDF11 sobre la funcionalidad mitocondrial, especificamente
sobre el metabolismo energético, se analizaron parametros como ECAR, mediante la
medicion de la produccion de lactato, indicandonos los efectos sobre la glucolisis y
OCR, el parametro relacionado con la fosforilacion oxidativa, estos parametros fueron

medidos usando el equipo Seahorse Agilent.
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Las células que habian recibido el tratamiento con el GDF11 por 72 h, como se puede
observar en la grafica, se muestra la disminucion del parametro ECAR, observando
ademas una disminucidon en la respuesta de las células en presencia de glucosa,
resultado que ademas muestra que las células presentan la disminucién en el
glucolisis, aunado a la disminucidn en la capacidad glucolitica. Mientras que las células
del grupo control muestran una actividad glucolitica mejor, lo cual se relaciona con la
capacidad proliferativa alta, una de las principales caracteristicas de las células

cancerosas (Fig. 7C y 7D).
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. C) ECAR,
determina la produccion de lactato y glucolisis en la linea celular Huh?.
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Fig. 7 EI GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. D) ECAR,
determina la produccion de lactato y glucolisis en la linea celular Hep3B.

Las mediciones obtenidas del OCR, de las células que fueron tratadas con el GDF11
presentaron una disminucion en dicho parametro comparado con las células que no
recibieron el tratamiento. La respiraciéon mitocondrial basal fue normalizada restando
el OCR no mitocondrial esto en presencia del inhibidor oligomicina A, el cual se

observa disminuido de manera significativa en las células tratadas con el GDF11 (Fig.

7E).
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Fig. 7 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. E) OCR, medicion
de la fosforilacion oxidativa en las células Huh?.

35



Oligomycin FCcpP AA/R

= 750+
g v NT
o 9001 GDF11
2
X S 450+
QE
°=
O 3004
©
£ 1504
o
c L] 1 1 1 1
0 25 50 75 100 125

Time (min)
Fig. 7 El GDF11 afecta la funcionalidad mitocondrial de las células de HCC. F) OCR, medicion
de la fosforilacion oxidativa en las células Hep3B.

Estos resultados nos mostraron que el GDF11 esta jugando un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético, estos resultados se relacionan con la
disminucién en la proliferacion, debido a que el principal organelo encargado del
suministro de energia se encuentra comprometido, si bien, las mitocondrias en cancer
suelen mostrar una menor capacidad energética, el GDF11 esta aumentando los

efectos de la disfuncidon mitocondrial.

8.6 El GDF11 induce cambios transcriptomicos en la linea celular Huh7

Se realizé un analisis de secuenciacion masiva de ARN con la finalidad de obtener un
panorama global de los genes regulados de manera diferencial en las células Huh7
después del tratamiento con el GDF11 por 3 dias.

Los resultados mostraron que el tratamiento provoco la desregulacion de 32 genes,

mientras que 101 genes fueron sobreregulados (Fig. 8A 'y Anexo ).
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Por medio de un analisis no supervisado, mediante un mapa de calor se pudo observar
la separacion eficiente de ambos grupos (Control contra GDF11) (Fig. 8B).
Finalmente, un analisis de enriquecimiento mediante una ontologia genética (GO)
evaluada mediante el uso del programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis) nos mostré
que dentro de las principales rutas alteradas con el tratamiento del GDF11 se
encontraban aquellas relacionadas con el metabolismo del colesterol y su regulacion,
estrés del reticulo endoplasmatico entre otros procesos (Fig. 8C).
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Fig. 8 El GDF11 induce cambios transcriptomicos en la linea celular Huh7. A) Gréfica de
volcan. B) Analisis no supervisado (haet map), expresion diferencial entre las células control
contra las células tratadas con GDF11 por 72 h. Un total de 133 genes expresados
diferencialmente, 32 genes desregulados (en verde) y 101 genes sobreregulados (en rojo). C)
Andlisis de enriquecimiento. Principales rutas de sefializacién afectadas por el tratamiento del
GDF11 determinado mediante el software IPA.
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8.7 El GDF11 disminuye la capacidad de formacion de esferoides de las células
de HCC

Debido a que los resultados anteriormente presentados sugieren que el GDF11 induce
efectos antitumorigénicos, se realizé un ensayo de formacion de esferoides. Ambas
lineas celulares fueron tratadas con GDF11 cada 24 h por cinco dias.

Los resultados muestran que ambas lineas pierden la capacidad de formar esferoides,
ya que las células que estuvieron en presencia del factor de crecimiento formaron una
menor cantidad de esferoides (39% en las células Huh7 comparados con las células

controles) (Fig. 9A).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacién de esferoides de las células de HCC.
A) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacion de
esferoides de las células Huh7. Cada punto representa un experimento independiente, se
reporté la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p<
0.05vs NT
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Mientras que en las células Hep3B los resultados obtenidos fueron similares ya que
esta linea celular en presencia del GDF11 formo una menor cantidad de esferoides

(34% comparados con las células controles) (Fig. 9B).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacién de esferoides de las células de HCC.
B) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacion de
esferoides de las células Hep3B. Cada punto representa un experimento independiente, se
reportéd la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p<
0.05vs NT

También se pudo observar que los esferoides formados de las células que recibieron
el tratamiento con el GDF11 eran mas pequefios comparados con los esferoides que

no recibieron ningun tipo de tratamiento 25% para las células Huh7 (Fig. 9C) y 40%

para las células Hep3B (Fig. 9D).
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Fig. 9 El GDF11 disminuye la capacidad de formacion de esferoides de las células de HCC.
C) Imagenes representativas de los esferoides de la linea Huh7 formados después de cinco
dias. D) Imagenes representativas de los esferoides de la linea Hep3B formados después de
cinco dias.

8.8 ElI GDF11 disminuye la expresion de algunos genes relacionados con
agresividad en las células de HCC

Si bien, con el ensayo de formacién de esferoides el resultado nos muestra el efecto
antitumorigénico ejercido por el GDF11, se midieron algunos de los principales genes
relacionados con agresividad mediante qRT-PCR. Como se puede observar, el
tratamiento provoco la disminucién de la cantidad de ARN mensajero de CD133,

CD24, CK19 y EpCAM, particularmente este ultimo fue disminuido de manera
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significativa solo en la linea celular Hep3B (Fig. 10B) en comparacion de la linea celular

Huh7, donde no se encontraron cambios de manera significativa (Fig. 10A).
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Fig. 10 El GDF11 disminuye la expresion de algunos genes relacionados con agresividad en
las células de HCC. A) linea celular Huh7, niveles de ARN mensajero de genes relacionados
con agresividad B) linea celular Hep3B, niveles de ARN mensajero de genes relacionados con
agresividad, la expresion de las células no tratadas es reportado como el promedio + SEM. ¥,

p<0.05vs NT

8.9 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial

Uno de los principales puntos a estudiar en cancer es la capacidad que presentan las

células para migrar y hacer metastasis, estos procesos mediados por la transicion

epitelial a mesenquimal (TEM), donde las células sufren procesos de perdida de

marcadores epiteliales, quienes son los encargados de mantener adheridas las células
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a sus sustratos, y con ello la ganancia de marcadores mesenquimales, los cuales se
encargan de permitir que las células migren. De acuerdo con el resultado de herida
cicatriz, que sugieren también el proceso de migracion, se decidié realizar una
inminofluorescencia de algunos marcadores del proceso de TEM. Como se puede
observar, el marcador Snail, un marcador mesenquimal, se encuentra disminuido con
la progresion del tiempo en presencia del GDF11, mientras que, al mismo tiempo, E-

Cadherina, un marcador epitelial se observa aumentado (Fig. 11A).

Para ganar mas certeza con el resultado, se usaron otros marcadores, nuevamente,
el marcador mesenquimal, N- Cadherina, se encuentra disminuido y Ocludina, otro de
los marcadores epiteliales se observa aumentado (Fig. 11B). Observando, ademas,
que el cambio en las células del proceso mesenquimal a epitelial se da a las 12 h. Por

lo que es importante realizar mas estudios enfocados en este tiempo.
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Fig. 11 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. Inmunofluorescencia determinada
por microscopia confocal de A) Snail y E- Cadherina. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes. Aumento original 360X.

24

48

72

44



B)

GDF11 (h) DAPI N-Cadherina Ocludina Merge

--- ‘
‘.
A

) -.--

Fig. 11 El GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. Inmunofluorescencia determinada
por microscopia confocal de B) N- Cadherina y Ocludina. Imagen representativa de al menos
tres experimentos independientes. Aumento original 360X.
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Para corroborar los efectos sobre el proceso de TEM, se realizaron ensayos de
Western blot de los marcadores usados anteriormente (Fig. 11C). Como se puede
observar, se encontraron efectos similares, encontrando nuevamente que los
marcadores epiteliales se aumentan con el transcurso del tiempo y los marcadores
mesenquimales se ven disminuidos después de 72 h de tratamiento con el GDF11.
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Fig. 11 EI GDF11 induce transicion mesénquima epitelial. C)Ensayo de Western blot muestra
las proteinas implicadas en el proceso de TEM. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes.

Estos resultados nos indican que el tratamiento con el GDF11 estad induciendo

transicion mesénquima epitelial, evitando asi el proceso de migracion por el cual pasan

las células para llevar a cabo una metastasis.

8.10 El GDF11 reprime la capacidad de auto renovacioén de las células de HCC

Para determinar si los efectos inducidos por el GDF11 se mantenian en las células, se
realizé un ensayo de formacion de colonias mediante un nuevo disefio experimental,
para ello, las lineas celulares se trataron con GDF11 (50ng/ml) cada 24 h por 72 h en

presencia o0 no de SFB, una vez terminado el tratamiento, las células fueron
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despegadas y sembradas nuevamente para la realizacion de experimentos extras,
dichos experimentos se realizaron sin la presencia del GDF11, estos fueron llevados
hasta 10 dias con la finalidad de observar los efectos que habia inducido el factor de
crecimiento y determinar si estos permanecen en las células una vez retirado el
tratamiento.

Los resultados obtenidos mostraron que las células Huh7 con el tratamiento previo de
GDF11 no lograron recuperar su capacidad para proliferar observando un menor
numero de colonias formadas comparado con las células que no recibieron el
tratamiento, sin encontrar diferencias significativas en aquellas células que recibieron

el tratamiento en presencia o no del SFB (Fig. 12A 'y 12B).

A) B)

600+

(2]

©

=

(=]

© 400+

(3]

Q

T

e *

@ 200+ &

£ T

: -

o. L L
SFB + + - -
GDF11 - + - +

Fig.12 EI GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. A) El
resultado muestras que las células Huh7 que recibieron el tratamiento con el GDF11 por 72 h
no recuperan su capacidad de formar colonias. B) Imagen representativa de las colonias. Cada
columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por
triplicado. * p< 0.05 vs NT (+/SFB), & p< 0.05 vs NT (-/SFB).
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En el caso de las células Hep3B, el resultado obtenido fue similar, ya que las células
que recibieron el tratamiento perdieron su capacidad de formar colonias, sin embargo,
los efectos fueron mas notorios cuando las células recibieron el tratamiento en

presencia de SFB (Fig. 12C y 12D).
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Fig. 12 El GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. C) El
resultado muestras que las células Hep3B que recibieron el tratamiento con el GDF11 por 72h
no recuperan su capacidad de formar colonias. D) Imagen representativa de las colonias. Cada
columna representa el promedio + SEM de al menos cuatro experimentos independientes por
triplicado. * p< 0.05 vs NT (+/SFB)

Para corroborar los efectos observados en el ensayo de formacion de colonias se
realiz6 nuevamente un ensayo de formacion de esferoides con las células que habian
recibido el tratamiento del GDF11 por 3 dias, el experimento se realizé por 10 dias sin
que las células continuaran en presencia del estimulo del factor de crecimiento.

Como se puede observar, ambas lineas celulares que fueron tratadas previamente

perdieron su capacidad para formar esferoides, indicando nuevamente que los efectos
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que induce el GDF11 son antitumorigénicos ademas de preservarse en las células
después de 10 dias de ausencia del GDF11, indicando que el efecto que induce este
factor de crecimiento no es transiente (Fig. 12E — 12H).
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Fig. 12 EI GDF11 reprime la capacidad de autorenovacion de las células de HCC. E) y G)
Ensayo de formaciéon de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la
formacién de esferoides de las células que habian recibido el tratamiento por 72 h. F) y H)
Imagenes representativas de los esferoides de las células que habian recibido el tratamiento
por 72 h. Cada punto representa un experimento independiente, se reporté la media + SEM
de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado. & p< 0.05 vs NT. Imagenes
representativas de los esferoides de la linea Hep3B formados después de cinco dias.
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8.11 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC

Para corroborar el efecto del GDF11 sobre el proceso de migracion y ganar mas
certeza, se realizd un ensafio de migracion usando el modelo de membrana
corioalantoidea (CAM) de embriones de pollo. Para ellos se utilizaron huevos fértiles,
a los cuales se le transplantaron 1x108 de células Huh7 tratadas previamente o no con
GDF11 por 72 h y se colocaron sobre la CAM de los embriones. La figura 13A muestra
la morfologia normal de la CAM, sin la presencia de células, como un control. El circulo
amarillo muestra la posicion donde fueron colocadas las células. Los huevos con las
células fueron incubados a 37°C, después de dos y cuatro dias de haber colocado las
células sobre la CAM, esta fue removida y embebida en parafina para la realizacion de

los cortes y proseguir con los ensayos de inmunofluorescencia microscopia confocal.
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Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. A) Morfologia normal de la
CAM. Imagen representativa de al menos tres experimentos independientes.
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aire

Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migracion de las células de HCC. B) Membrana con las células
sin tratamiento, muestra la migracion de las células. Imagen representativa de al menos tres
experimentos independientes.
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Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. C) Membrana con células
tratadas con GDF11, se observan las células retenidas. Imagen representativa de al menos
tres experimentos independientes.

Con la finalidad de analizar el proceso de invasion, se prosiguio a analizar las muestras
de dos dias de incubacion. Los analisis microscopicos de las muestras de la CAM
revelaron que la mayoria de las células sin el tratamiento habian desaparecido (Fig.
13B), en comparacion con las células que habian recibido el GDF11, las cuales, como

se puede observar en la figura 13C aun se mantienen contenidas.
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Después de haber transcurridos los dos dias de incubacién con las células, se pudo
observar que los embriones habian muerto, este resultado solo pudo observarse en
los embriones que contenian las células que no habian recibido el tratamiento con el
GDF11, ya que los embriones con las células que recibieron el tratamiento

permanecieron vivos hasta que el experimento termino (Fig. 13D)
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Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migracion de las células de HCC. D) Gréfica de sobrevivencia
de los embriones, muestra que las células sin el tratamiento provoco la muerte de los

embriones en comparacion con los embriones que recibieron las células tratadas, los cuales
se mantiene vivos hasta el final del experimento.

Las zonas de la CAM cercanas a las células se puede observar una mayor expresion
de beta catenina (Fig. 13C) (flechas amarillas), posiblemente este efecto se deba a
una respuesta desplegada de las células por el tratamiento con el GDF11, el cual
siguiere ser un efecto de reprogramacion celular, este efecto no pudo ser localizado
en las muestras de las CAM con las células sin el tratamiento, este resultado sugiere
un proceso de degradacion de la membrana, lo cual da inicio al proceso de migracion,

este resultado se relaciona con las imagenes de las muestras de los cuatro dias, donde
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la mayoria de las células habian migrado. Ademas, de mostrarnos el inicio del proceso
de migracion de las células in vivo.

Con la finalidad de observar el proceso completo de migracion, se realizaron cortes de
muestras después de cuatro dias de incubacion, como se puede observar en la figura
13E, se muestran algunas células disgregadas, lo cual nos indica que las células han
migrado, mientras que en la figura 13F se pueden observar las células que recibieron
el GDF11 compactadas, lo que nos indica que las células no han migrado.

E) F)

GDF11

Fig. 13 El GDF11 disminuye la migracién de las células de HCC. E) Muestras de 4 dias de
incubacioén, se observan pocos vestigios de células debido al proceso de migracion. F)
Muestras de 4 dias de incubacion, se observan células retenidas en la membrana. Imagenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.

Con la finalidad de corroborar que las células habian migrado, se realizaron cortes de
las zonas distales de la membrana. En la figura 13G se pueden observar algunas

células, demostrando que estas habian llevado a cabo el proceso de migracion.

55



Mientras que en la figura 13H no se logran observar células en esta zona, nuevamente,
indicando que el tratamiento con el GDF11 induce la disminucion de los procesos de
migracion celular.

G) H)
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Fig. 13 EI GDF11 disminuye la migraciéon de las células de HCC. G) Zona distal de la
membrana, se observa la presencia de las células no tratadas migrando. H) Zona distal de la
membrana, no se observa la presencia de las células que fueron tratadas previamente con el
GDF11. Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.

Con la finalidad de determinar el estado en el que se encontraban las células una vez
colocadas en el embridn, se realizé una tincién con el marcador Ki67, como se muestra
en la figura 13l, las células controles son positivas para la tincion, lo cual nos indica
que las células una vez colocadas en el embridn son capaces de proliferar, mientras
que las células que habian recibido el tratamiento con el GDF11 siguen arrestadas,
impidiendo el proceso de proliferacion, corroborando los resultados anteriores (Fig.

13J). La figura 13K muestra la densitometria de las imagenes tefidas con Ki67.
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Fig. 13 EI GDF11 disminuye la proliferacion de las células de HCC. |) Tincion de Ki67, muestra
la proliferacion de las células control en la CAM de los embriones de pollo. J) Tincién de Ki67,
muestra la proliferacion de las células que recibieron el GDF11 en las cuales la proliferacion
esta disminuida en la CAM de los embriones de pollo. K) Densitometria de la tincion de KI67.
Imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.

8.12 El GDF11 disminuye la formacién de esferoides en otras lineas de cancer

Con la finalidad de analizar los efectos antitumorigénicos ejercidos por el GDF11 en
las lineas de HCC y determinar que este efecto no era solo en las lineas usadas, se
realizo el ensayo de formacién de esferoides usando otras lineas de cancer HepG2
(Fig. 14A), una linea de hepatoblastoma humano, Hepa1-6 (Fig. 14B), una linea de
cancer de higado de ratén, SNU-182 (Fig. 14C), otra linea de cancer de higado
humano, una linea de cancer de mama, MDA-MB-231 (Fig. 14D) y finalmente una linea

de cancer de pancreas, CAPAN1 (Fig. 14E).
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Fig. 14 El GDF11 disminuye la formacion de esferoides en otras lineas de cancer.

A) - E) Ensayo de formacion de esferoides muestra que el GDF11 disminuye la formacién de
esferoides en otras lineas derivadas de cancer. Cada punto representa un experimento
independiente, se reporté la media + SEM de al menos cuatro experimentos independientes
por triplicado. & p< 0.05 vs NT. Imagenes representativas de los esferoides de otras lineas de
cancer.

Las lineas celulares fueron tratadas con GDF11(50 ng/ml) cada 24 h por cinco dias.
Como se puede observar, en todas las lineas celulares se observaron efectos similares
a los encontrados en las lineas Huh7 y Hep3B, donde el tratamiento provoco un menor
numero de esferoides formados.

Este resultado nos sugiere nuevamente que el efecto que induce el GDF11 es
principalmente sobre las células que presentan un fenotipo troncal, en el caso de las
células de cancer, este proceso ocurre aunado al grado de agresividad que presentan

las células.
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8.13 El GDF11 activa la sefalizacion de ERK1/2

Finalmente, para estudiar cual es el mecanismo que despliega el GDF11 y por el cual
las células derivadas de HCC estan disminuyendo su proliferacion celular, se analizé
mediante Western blot el estado de la proteina ERK, un miembro de la familia de las
MAPK, quien se ha reportado que juega un papel importante durante la progresién del
cancer.

Si bien, en la linea celular Huh7 no se logré detectar algun cambio (Fig. 15A), en la
linea celular Hep3B se logré apreciar la activacion de ERK1/2 a partir de los 5 minutos
y su inactivacion a partir de los 15 minutos (Fig. 15B).

Este resultado nos sugiere que el GDF11 esta afectando la senalizacion mediada por

ERK, provocando asi la disminucion en la proliferacion celular.
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Fig. 15 El GDF11 activa la sefalizacion de ERK1/2. Ensayo de Western blot muestra la
activacion de ERK1/2. Imagenes representativas de al menos tres experimentos
independientes.
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9. Discusion

El cancer de higado es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel
mundial, segun lo reportado por el NIH en su “Anual Report to the Nation of the Status
of Cancer, Part I: National Cancer Statistic’ en 2018, la tasa de incidencia y de
mortalidad por esta patologia ha ido en aumento en los ultimos afos.

Una de las principales causas a este aumento en las cifras es debido a que la deteccién
de dicha patologia suele ser en etapas avanzadas y esto es debido a la falta de
marcadores especificos.

Una de las alternativas para el tratamiento del cancer de higado es mediante la
intervencidn quirurgica para realizar un trasplante de dicho érgano, sin embrago, esta
alternativa terapéutica dificilmente suele ser una opcién viable, y esto es debido a la
falta de donadores.

El uso de tratamientos convencionales como la quimioterapia y radioterapia tienen
efectos prometedores como tratamiento contra el cancer, sin embargo, estos efectos
solo son presentados en las etapas tempranas de dicha patologia, ademas de ser
tratamientos altamente invasivos en los pacientes, por tal motivo, la calidad de vida a
la que se enfrentan suele ser mala.

La busqueda de nuevas alternativas terapéuticas o marcadores especificos para la
deteccion temprana de dicha enfermedad es uno de los principales objetivos en los
que nos encontramos trabajando, con la finalidad de proporcionar tratamientos que no

sean invasivos y sean efectivos.
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La familia del TGF- 3 es uno de los principales factores de crecimiento que se han
estudiado en cancer, debido a los efectos que se han reportado que induce dicho factor
de crecimiento. Entre los efectos reportados en cancer, se ha demostrados que el
TGF- B provoca efectos citotdxicos sobre las células transformadas, ademas de inducir
efectos citoestaticos.

EI GDF11 es un miembro de la familia del TGF- B, el cual se ha vinculado con procesos
de regeneracion muscular, esto mediante la modulacidn de procesos relacionados con
la proliferacion y la diferenciacion celular. Estos efectos inducidos por el GDF11
principalmente se llevan a cabo en células troncales y estas son las caracteristicas que
presentan las células que conforman los tumores en etapas avanzadas.

Los resultados demostraron que el GDF11 estaba afectando a las dos lineas celulares
provenientes de un cancer de higado humano, esto mediante la activacién de las
principales proteinas implicadas en las rutas de sehfalizacion candnica de las familias
a las que pertenece el GDF11.

Como se pudo observar, en la linea celular Huh7 hay activacion de las proteinas
Smad2 y Smad3 mientras que las proteinas Smad 1/5 no muestra cambios, lo que
sugiere que los efectos encontrados en la linea celular Huh7 es mediada por la ruta
canodnica del TGF- B, ademas de sugerir que dicha linea celular solo cuenta con los
receptores encargados de activar las proteinas Smad antes mencionadas.

En el caso de la linea celular Hep3B, se pudo observar resultados similares a los
encontrados en la linea Huh7, la activacion de las proteinas Smad2 y Smad3, pero

sorprendentemente, también se observé activacion de las proteinas Smad1/5, esto
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nos sugiere que los resultados encontrados en esta linea celular no tienen preferencia
por alguna ruta de la familia a la que pertenece el GDF11. Este resultado también
sugiere la posibilidad de la presencia de los receptores canonicos para el TGF- By la
BMP en la linea Hep3B.

Otro de los efectos que se encontré con el tratamiento del GDF11 fue la disminucion
de la proliferacidon de las dos lineas celulares, sin embargo, estos efectos fueron mas
contundentes en la linea Huh7, donde en presencia o no de SFB la proliferacion
disminuy6 de manera significativa hasta las 72 h con el tratamiento.

Mientras que en la linea celular Hep3B, el efecto mas contundente se vio en el grupo
que recibio el tratamiento con el SFB. Estos efectos fueron corroborados mediante las
proteinas que se encargan de regular el ciclo celular, observando que el GDF11
provoca la desregulacion de los principales reguladores positivos de dicho proceso y
a su vez, la sobreregulacidon de uno de los reguladores negativos el ciclo como es p27.
Una de las posibles razones por lo cual la proliferacion se esta afectando, es debido a
que el GDF11 esta afectando la sefalizacién de una de las principales rutas de
sefalizacion que participan en la progresion del cancer, mediante el aumento en la
proliferacion celular. Como se pudo observar, el GDF11 esta impactando sobre la
activacion de ERK, quien después de 15 minutos esta disminuyendo su activacion sin
encontrar su activacion nuevamente incluso 60 minutos después del tratamiento con
el factor de crecimiento.

Si bien, el GDF11 no estaba induciendo efectos citotoxicos sobre las células, ya que

la viabilidad se encontraba sin cambios, si se encontraba afectado de alguna manera
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a las células, lo cual se observdé mediante la disminucion de la proliferacion, por tal
motivo se decidié estudiar el metabolismo de las células con el tratamiento, esto
mediante el ensayo de MTT y el uso del Seahorse, los resultados mostraron que las
células en presencia del factor de crecimiento presentan una alteracion sobre el
metabolismo de lipidos, especificamente sobre el metabolismo del colesterol, lo cual
se observo después de la realizacién de la secuenciaciéon de ARN, estos resultados
pueden explicar porque las células disminuyen su proliferacion, ya que una de las
principales rutas de sefalizacion que se encargan de proveer a las células de energia
se encuentran alteradas. Ademas, se observé que la presencia del GDF11 provoca la
alteracion de 133 genes, de los cuales 101 se sobreexpresaron y 32 fueron reprimidos.
Como se observé en los resultados de los esferoides, el GDF11 esta induciendo la
disminucién tanto en numero como en tamafo de los esferoides, esto nos indica que
el tratamiento esta induciendo efectos antitumorigénicos en ambas lineas celulares de
cancer de higado, ademas de encontrar que el GDF11 provoca la disminucion de los
principales genes relacionados con agresividad, especificamente con procesos de
diferenciacion, lo cual corrobora que el GDF11, en condiciones normales participa en
los procesos de diferenciacion celular como se ha reportado anteriormente (Egerman
et al., 2015; Sinha et al., 2014), encontrando especificamente en cancer la disminucion
de los genes usados como marcadores de agresividad.

El GDF11 participa en los procesos de migracién celular, esto se debe principalmente
a que dicho factor de crecimiento provoca la disminucion de marcadores
mesenquimales, quienes se encargan de permitir que las células puedan migrar, a su

vez, aumentan los marcadores epiteliales, quienes se encargan de mantener
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adheridas las células, por lo que este resultado contradice lo reportado anteriormente
(Pons et al., 2018; Williams et al., 2013) quienes indican que el GDF11 induce la
progresion de la migracion celular, encontrando ademas que el factor de crecimiento
provoca la disminucién del marcador E-Cadherina.

Estos resultados fueron corroborados mediante el ensayo de migracion usando el
modelo de la CAM, donde observamos que las células en presencia del GDF11
pierden sus capacidades para migrar, corroboran el ensayo de herida cicatriz, que
fuertemente nos sugirié una alteracion en el proceso de migracion.

Se pudo observar también, que las células una vez colocadas dentro de los embriones,
donde por el proceso de desarrollo en el que se encuentran los embriones existe una
produccion elevada de factores de crecimiento, aun asi, las células que habian recibido
el tratamiento con el GDF11 no lograron recuperar sus capacidades proliferativas,
comparadas con las células controles.

Los efectos inducidos por el GDF11 no son transientes, ya que las células que
recibieron el tratamiento por 72 h no recuperaron su capacidad de proliferacion, este
resultado se observo en el ensayo de clonogenicidad y de formacion de esferoides,
donde después de 10 dias sin la presencia del GDF11 continuan de alguna manera
arrestadas.

Si bien, los resultados muestran el efecto antitumorigénico ejercido por el GDF11,
mediante un analisis de secuenciacion de ARN se pudo observar la expresion
diferencial de algunos genes, entre ellos se observaron alteraciones en genes

relacionados con el metabolismo del colesterol, lo cual explica los efectos observados,
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debido a que el colesterol es una de las principales moléculas encargadas de proveer
energia a las células ademas de un incremento en la resistencia a la muerte celular.
Finalmente, los efectos que fueron encontrados en las lineas celulares de HCC se
observaron también en otras lineas derivadas de diferentes tipos de cancer,
encontrando que el tratamiento con el GDF11 provoco la disminucién en la formacion
de esferoides. Estos resultados nos corroboran una vez mas que el principal blanco
del GDF11 son las células troncales, en el caso especifico de las células cancerosas,
éstas durante su proceso de progresion, adquieren caracteristicas similares a las
células troncales, este proceso esta estrechamente relacionado con el grado de
agresividad que presentan las células cancerosas.

En conclusion, el GDF11 induce efectos antitumorigénicos en las células derivadas de
cancer de higado, mediante la desregulacion de proteinas encargadas de regular la
progresion del ciclo celular, reflejandose en la disminucidn de la proliferacion de las
células. Ademas, el tratamiento con el GDF11 provoca la disminucion de las
principales caracteristicas de agresividad que presentan las células, como son la
disminucion en la migracion celular, la disminucion de genes relacionados con

agresividad y por ultimo alteraciones en el metabolismo energético.
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11. Anexos

11.1 Anexo |

Genes diferencialmente expresados por RNA-seq de células Huh7 no tratadas vs

células tratadas con GDF11 por 72h.

Gene Symbol | log2FoldChange pvalue
LGALS14 3.921469019 3.53E-261
LEFTY2 3.687024639 1.06E-26
LG4 3.490888727 8.56E-35
COMP 2.747552515 9.82E-25
NPNT 2.713387978 5.13E-232
ADAMTS16 2.647553308 1.30E-45
PREX2 2.569974521 1.75E-20
TNNI2 2.488468809 2.20E-17
CYP27C1 2.470734906 5.01E-21
LAMP3 2.466356076 4.10E-18
INHBE 2.452467137 6.39E-48
LOXL4 2.428604852 2.17E-198
SLC2A3 2.376173926 8.30E-22
UACA 2.37336341 1.85E-216
HOXD10 2.341004559 1.93E-34
ANGPTL2 2.339207786 4.82E-36
PNCK 2.338519511 1.09E-22
DPYSL3 2.324217136 7.81E-39
TMPRSS6 2.284219761 5.99E-35
FXYD3 2.246128235 3.23E-14
ROCK1P1 2.236023786 1.63E-57
FBN1 2.187855546 5.76E-33
ABCA5 2.180522535 4.23E-87
NCF2 2165376117 1.69E-42
MUC4 2.154113058 3.96E-10
BRINP2 2.145535665 4.69E-35
IGF2 2.145324365 3.52E-14
ELN 2.135058095 7.67E-10
MUC6 2124994446 2.19E-11
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CCDC114 2.117616995 7.32E-10
FCRLA 2.068443888 8.20E-10
TBX15 2.035915515 1.00E-30
AKR1D1 2.022713664 3.31E-32
HERPUD1 2.01607821 4 49E-47
H2AFY?2 2.009538684 5.22E-42
HSPA5 1.949514938 3.02E-18
MAP4K4 1.920309378 4.85E-145
CPAG6 1.90940687 3.76E-41
KSR2 1.902561407 1.45E-08
NFASC 1.894703438 2.23E-09
DNAH17 1.891291946 1.63E-15
MUC12 1.88025976 1.38E-13
NEBL 1.877571261 4.53E-23
PALMD 1.873603078 1.82E-43
BIRC7 1.861189535 5.29E-08
ADAM18 1.845354175 9.14E-08
THSD7B 1.836839641 7.64E-09
CACNA1I 1.807888686 4.57E-09
MUC16 1.788859558 3.84E-09
HOXD11 1.770701533 8.34E-10
HAO2 1.769695508 3.80E-11
HR 1.768831463 3.54E-08
SCARA5 1.756851385 6.87E-08
TNR 1.755585331 3.91E-09
VLDLR 1.745466075 5.29E-44
LGR5 1.743793568 6.26E-36
FAT2 1.730028538 9.07E-14
TMIE 1.715156511 8.26E-11
COL3A1 1.707350978 4.57E-18
CRMP1 1.707206198 1.03E-08
LINC00626 1.702047953 3.77E-07
COLG6A3 1.684020112 1.04E-07
NRP2 1.658978033 9.19E-18
VATIL 1.658095383 8.47E-28
SLC38A4 1.657462088 7.81E-61
TFCP2L1 1.657241066 1.69E-08
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RYR1 1.65532021 3.85E-07
CTCFL 1.651149779 3.91E-09
SLC17A2 1.647355437 5.96E-07
DDIT3 1.642562624 2.27E-22
ERICH2 1.641813038 1.25E-12
MUC17 1.633344068 2.94E-08
INHBC 1.628561448 2.00E-11
RASGRF1 1.621020225 2.83E-06
TSPAN2 1.620255918 2.39E-11
GRAMD1B 1.619594262 4.80E-07
USH2A 1.610606432 1.09E-24
LOC100505570 1.607861636 7.57E-07
EGFLAM 1.604269324 1.00E-06
SYT12 1.60131133 3.69E-16
ADGRG1 1.595839165 1.01E-09
SDAD1P1 1.595801649 2.96E-08
PLOD2 1.588643143 1.21E-46
AKAP9 1.586904882 8.35E-35
CD244 1.584133714 3.22E-06
GRIN2B 1.583927447 4.44E-09
NODAL 1.579142937 6.48E-07
SPOCK3 1.575663235 1.33E-21
ARG1 1.570875587 9.63E-12
MUCS5B 1.568495098 1.13E-06
SSUH2 1.567813132 2.40E-11
SLC17A1 1.56688722 6.87E-12
DDIT4 1.550565301 1.10E-12
DCDC1 1.535536328 8.26E-13
LINCO0607 1.535457271 9.33E-08
ESRP1 1.52514354 9.88E-15
COL4A4 1.524387072 4 95E-07
HPX 1.516843773 1.96E-13
SUSD4 1.514676264 9.53E-08
LOC101927476 1.504933399 4 12E-06
TGM2 1.503268181 3.89E-24
GDA -1.528488074 3.00E-41
NQO1 -1.532507828 2.55E-38
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CEBPD -1.559862342 8.04E-25
RNU1-4 -1.569737269 | 0.003581296
HMGCS1 -1.572736881 4.05E-28
DHCRY -1.604743325 1.02E-15
ID3 -1.635236286 2.89E-14
FASN -1.640033605 1.47E-16
LDLR -1.660673068 4.87E-32
UCA1 -1.683039475 1.35E-15
GPX2 -1.72467583 1.97E-40
AGR2 -1.726754148 5.96E-35
RELN -1.732237464 2.98E-46
C4BPA -1.736620543 2.49E-22
SLPI -1.819627376 8.63E-10
PCSK9 -1.837419153 7.00E-14
DUSP5 -1.891144348 3.21E-52
REG1A -1.985463268 7.09E-23
INSIG1 -1.993474499 2.30E-32
SERPINC1 -2.037707054 9.74E-10
PIGR -2.144615136 4 15E-11
SAA1 -2.159203684 1.72E-09
RAMP1 -2.184992954 3.79E-18
CEACAM7 -2.246612681 5.49E-18
CEACAMG -2.328163629 4.73E-11
LYZ -2.332004714 1.23E-13
MAGEA11 -2.335203017 4.74E-11
FJX1 -2.431089774 1.53E-16
PCDH20 -2.554797019 4.66E-45
NTS -2.668937049 4 98E-75
PI3 -2.716861907 1.79E-28
CXCL5 -2.954990498 2.30E-132
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Growth differentiation factor 11 (GDF11) has been characterized as a key regulator of differentiation in cells that
GDF11 retain stemness features, despite some controversies in age-related studies. GDF11 has been poorly investigated
Huh? cells in cancer, particularly in those with stemness capacity, such as hepatocellular carcinoma (HCC), one of the most
S:llccycle aggressive cancers worldwide. Here, we focused on investigating the effects of GDF11 in liver cancer cells.

GDF11 treatment significantly reduced proliferation, colony and spheroid formation in HCC cell lines.
Consistently, down-regulation of CDK®6, cyclin D1, cyclin A, and concomitant upregulation of p27 was observed
after 24 h of treatment. Interestingly, cell viability was unchanged, but cell functionality was compromised.
These effects were potentially induced by the expression of E-cadherin and occludin, as well as Snail and N-
cadherin repression, in a time-dependent manner. Furthermore, GDF11 treatment for 72h induced that cells
were incapable of sustaining colony and sphere capacity in the absent of GDF11, up to 5 days, indicating that the
effect of GDF11 on self-renewal capacity is not transient. Finally, in vivo invasion studies revealed a significant
decrease in cell migration of hepatocellular carcinoma cells treated with GDF11 associated to a decreased
proliferation judged by Ki67 staining. Data show that exogenous GDF11 displays tumor suppressor properties in
HCC cells.

Liver cancer
Hep3B cells

1. Introduction

Liver diseases represent one of the main challenges in public health.
Changes in human habits tend to increase the prevalence of severe liver
diseases, such as steatohepatitis, cirrhosis, viral hepatitis and liver
cancer [1]. Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most pre-
valent and aggressive tumor worldwide with high rate of postsurgical
recurrence [2-4], and despite the outstanding progress made in the last
decade in identifying new therapeutic approaches to target canonical

proliferation and survival pathways, the potential use of non-canonical
molecules and the molecular basis of their anti-proliferating activity are
currently being studied directed to provide new therapeutic targets [5].

Growth differentiation factor 11 (GDF11) is a member of the sub-
family of the bone morphogenic proteins, and of the superfamily of the
transforming growth factor beta (TGF-f). GDF11 is critical for orga-
nogenesis and development, particularly for skeletal system. Knock-out
for mouse Gdf11, or for the furin-like convertase (Pcsk5), which acti-
vates GDF11 to a mature form, results in skeletal development defects
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and lethality in uterus [6,7].

Recently, some controversies have emerged about the effects of
GDF11 in rejuvenation process [8]. While some groups report that
GDF11 expression reduces with age, and its restoration induces pro-
liferation and differentiation of progenitor cells (satellite cells) in the
skeletal [9] and cardiac muscle [10], reversing the age-related hyper-
trophy, others state that GDF11 significantly inhibits muscle re-
generation and decreases satellite cell expansion in mice [11,12]. This
debating question is also associated with the great similarity of GDF11
with myostatin (or GDF8) and the poor specificity of some commercial
antibodies [13]. Aside of these controversial functions of GDF11 in age-
related disorders, both outlooks have in common that cells, with some
stemness properties, are targeted by the GDF11, notably in develop-
ment process [14-16].

Given that cancer cells, with stemness features, are recognized as
key therapeutic target, due to their capacity of sustained proliferation
and migration, possibly driving tumor progression and resistance to
treatment, we aimed at figure out the effects of GDF11 in HCC-derived
cell lines. Although some studies revealed that GDF11 expression cor-
relates with poor prognosis in colorectal [17] and breast cancer [18], it
has been poorly studied in this kind of disease. Recently, Bajikar and
collaborators [19] reported that GDF11l exerts tumor suppressive
functions in triple-negative breast cancer cells. Loss of function of
GDF11 in breast cancer has been notably related to deficient maturation
due to the convertase PCSK5, which activates bioactive GDF11 from its
immature form. The present study is the first one related to liver cancer
and provides evidence that GDF11 could be a good candidate for new
therapeutic options.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

Huh7, Hep3B, Hepal-6, HepG2, SNU-182 and MDA-MB-231 cell
lines were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA). Cells were cultured in William's medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS, Hy-Clone, Logan, UT, USA),
100 U/ml ampicillin and 100 ug/ml streptomycin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Cells were maintained at 37 °C in a 5%
CO, and 90% humidity atmosphere. Cells were plated in plastic culture
bottles (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). All cell lines were my-
coplasma free.

2.2. Main experimental design

Cells were exposed to 50 ng/ml GDF11 [20] for different times.
GDF11 was added to culture media every 24 h and cells were recovered
after 72 h for experiments, as depicted in Supplementary Fig. 1A.

In order to determine whether GDF11 effects are not transient, and
remain after growth factor withdrawal, we performed additional ex-
periments, in which cells were treated every 24h up to 72h, then
harvested and re-plated without GDF11. Spheroid and colony formation
were evaluated up to 5days in the absent of GDF11 (Supplementary
Fig. 1B).

2.3. Western blotting

Western blot was conducted as we previously reported [21]. PVDF
membranes were probed with specific antibodies as described in the
Supplementary Table 1. Horseradish peroxidase-conjugated antibodies
were used according to the primary antibodies. Blots were exposed
using Super Signal West Pico Chemiluminescent substrate (Pierce Bio-
technology, USA). Signal was detected using Gel Logic 2500 (Kodak,
Rochester, NY, USA).
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2.4. Immunofluorescence assays

Immunofluorescence was conducted as previously reported [22],
briefly, cells were treated for different times with GDF11, and then
fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS).
Samples were permeabilized with 0.01% (v/v) Triton-X 100 for 30 min
and blocked with 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in PBS for
30min and subsequently incubated with primary antibodies anti-oc-
cludin (Santa Cruz Biotechnology 81812, dilution 1:100), anti-snail
(Santa Cruz Biotechnology 28199, dilution 1:100), anti-E-cadherin
(Santa Cruz Biotechnology 21791, dilution 1:100) and anti-N-cadherin
(Santa Cruz Biotechnology 59987, dilution 1:100). Nuclei were coun-
terstained with 1 pg/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-
Aldrich). Images were obtained using a multi-photon confocal micro-
scope (Carl Zeiss LSM-780 NLO, Oberkochen, Germany).

2.5. Cell proliferation

Cell proliferation was addressed by CCK-8 kit (Dojindo Lab,
Kumamoto, Japan), following manufacturer's instructions.

2.6. Spheroid formation

Cells were seeded in six-well low attachment plates (Millipore-
Sigma, Saint Louis MO, USA). The cultures were supplemented every
24 h with 50 ng/ml of GDF11 for five days. The spheroids were counted
and photographed using an inverted microscope Carl Zeiss VERT.A1.

2.7. Wound-healing assay

Cells were seeded in six-well plates to approximately 90% of con-
fluency. In each well a couple of wounds were created with a 20 pl
pipette tip. Plates were washed three times with PBS to remove de-
tached cells. Subsequently, media were added supplemented or not
with FBS in presence or absent of GDF11.

The healing response was monitored every 24h up to 72h when
photography register was performed.

2.8. Cell functionality by MTT assay

Cell functionality was addressed by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, using the Vybrant
MTT Cell Proliferation Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), following
manufacturer's instructions.

2.9. Clonogenic assay

After 72 h under GDF11 treatment, 1 x 103 cells were seeded into 6-
well plates in triplicate and maintained in GDF11-free media, in pre-
sence or absent of FBS. After 10 days, colonies were stained with crystal
violet, photographed and counted.

2.10. Invasion study using a chick embryo chorioallantoic membrane
(CAM) assay

Chick embryo CAM model was used to study invasion properties,
following previous method reported by our group and others [23-25].
Briefly, ten fertile chick (Gallus domesticus) eggs (ALPES SA Farms,
Puebla, Mexico) were randomly separated in two groups. Eggs were
incubated at 37.8°C and 60% humidity up to 22 HH of embryo stage
development. Then, shells were wiped with 70% ethanol, and 1 cm?
window was done. The vitelline membrane was dissected and 1 x 10°
cells, treated or not with GDF11 for 72 h and labeled with vibrant CFDA
SE cell tracer kit (Thermo Fisher Scientific), were introduced onto the
CAM, in the convergence of two blood vessels, using 30 pl of Matrigel
(Sigma-Aldrich) as substrate. The window in the shells was covered
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Fig. 1. HCC cells respond to GDF11 treatment activating Smad3 with no effects on cell viability. Huh7 and Hep3B cells were treated for different times with GDF11
(50 ng/ml). A) Western blot analysis of the Smad3 phosphorylation. Actin was used as loading control. B) Time-course analysis of cell viability determined by crystal
violet staining, cadmium chloride (CdCl,, 5uM for 6 h) was used as positive control (PC). Each column represents the mean + SEM of at least four independent
experiments carried out by triplicate. C) Cell morphology under GDF11 treatment at 72 h, cells were treated every 24 h with GDF11 up to 72 h. Representative images

of at least four independent experiments. Original magnification 200 x.

with sterile adhesive tape and eggs were incubated as above for 2 and
4 days. CAM were recovered and immediately fixed with 4% paraf-
ormaldehyde in PBS. Paraffin sections (5pm) were obtained for im-
munofluorescence using anti-beta-catenin antibody (Cell Signaling
#9562). Proliferation was addressed by immunofluorescence using
anti-Ki67 antibody (abcam 15580; dilution 1:100). Nuclei were coun-
terstained with 1pg/ml DAPI. Images were acquired using a multi-
photon confocal microscope (Carl Zeiss LSM-780 NLO).

2.11. Real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (qQRT-PCR)

One pg total RNA was reverse transcribed in 20 pl reaction volume
with a SuperScript (Invitrogen Corp.) first-strand synthesis kit ac-
cording to the manufacturer's instructions. Oligonucleotide primers
were designed using Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/
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primer3/) as describe [26]. The qRT-PCR analysis was performed
with a CFX96 Touch (Bio-Rad) thermal cycler in a 96-well reaction
plate. The 10 pl PCR reaction mix contained 5pl 2 SYBR Green PCR
Master Mix (Bio-Rad), 200 nM of each primer, and 1 pl cDNA template.
Reactions were incubated for 10 min at 95 °C followed by 40 cycles of
30s at 95°C and 60s at specific primer temperature. The expression
level of ribosomal protein S18 (rs18) was used as reference. Relative
gene expression levels were calculated using the formula 2(™24C9,
Primer sequences are listed in Supplementary Table 2.

2.12. Protein quantification
The protein content was determined by using the bicinchoninic acid

method (BCA, Pierce, Thermo Fisher Scientific), following the manu-
facturer's instructions.


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

M. Gerardo-Ramirez, et al.

2.13. Statistical analysis

The results are presented as the average of at least three in-
dependent experiments. A One-way ANOVA followed by Tukey post-
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test was performed for the analysis of cell viability, mitochondrial
functionality by MTT, number of spheroids and number of colonies in
cell sensitization experiments whit GDF11. t-Student test was per-
formed for the analysis of the numbers of spheroids.
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Fig. 2. GDF11 impairs proliferation, migration and cellular function. A) Huh7 cell proliferation addressed by CCK-8 in the absent or the presence of fetal bovine
serum (FBS). B) Wound-healing assay, Huh7 cells were treated every 24 h with GDF11 up to 72 h. Representative images of at least four independent experiments. C)
Western blot of the main cell cycle proteins and densitometric analysis. D) Hep3B cell proliferation addressed by CCK-8 in the absent or the presence of FBS. Each
point represents the mean + SEM of at least four independent experiments carried out by triplicate, F) wound-healing assay, Hep3B cells were treated every 24 h
with GDF11 up to 72 h. Representative images of at least four independent experiments. G) Mitochondrial functionality by MTT assay in HCC cell lines, each column
represents the mean = SEM of at least three independent experiments carried out by triplicate. Images are representative of at least three independent experiments.

*,p < 0.05 vs NT cells at 72 h.
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3. Results
3.1. HCC cells respond to GDF11 treatment by activating Smad3

To figure out whether HCC-derived cells respond to GDF11, Huh7
and Hep3B cells were treated with 50 ng/ml GDF11 up to 60 min.
Activation of the canonical signaling pathway was addressed by im-
munoblot of Smad3. Fig. 1A shows that Smad3 is rapidly activated by
phosphorylation 5 min, in Huh7 cell line, and 30 min in Hep3B cell line,
after GDF11 treatment. Activation remains up to 60 min. To explore
impact in cell viability, Huh7 and Hep3B cells were treated at different
times with GDF11. Time-course analysis up to 72h of treatment de-
monstrates that GDF11 has no significant impact on cell viability
(Fig. 1B), while CdCl, (5uM, 6h), used as a positive control, reduces
cell viability. In addition, morphology inspection of cell culture at 72 h
revealed small changes in cells, including a flat-like phenotype and a
decrease in cell density in both cell lines (Fig. 1C).
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3.2. GDF11 impairs cell proliferation and cycle progression

Next, we decided to address cell proliferation; although no sig-
nificant effect was observed on cell viability, GDF11 was shown to
decrease Huh7 cell proliferation starting after 48 h GDF11 treatment
and being statistically significantly at 72 h in the absence or presence of
FBS (Fig. 2A), which was used as a competitor. In addition, a wound-
healing assay revealed an impaired repair process at 72 h under GDF11
treatment compared with untreated cells (Fig. 2B). The analysis of the
content of key cell cycle proteins shows that positive regulators such as
Cyclin A, Cyclin D1 and CDK6 decreases in a time dependent manner,
while CDK inhibitor p27 increases (Fig. 2C). Consistent with results
observed in Huh7 cells, Hep3B cells under GDF11 treatment showed
similar effects in cell proliferation (Fig. 2D) and wound-healing assay
(Fig. 2F). Although viability was not affected in both HCC-derived cell
lines, cell functionality, evaluated by MTT assay was significantly de-
creased starting after 24 h of treatment, in Huh7 cells, and 48h in
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Fig. 3. GDF11 decreases spheroid formation capacity and the expression of genes related to aggressiveness. A) Spheroid counting at 72 h, Huh7 and Hep3B cells were
treated every 24 h with GDF11 (50 ng/ml) up to 72 h, each point represents an independent experiment, we reported the median
experiments. Images are representative of at least ten independent experiments, original magnification 100 X . &, p < 0.05 vs NT cells at 72 h. B) Messenger RNA
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SEM. *, p < 0.05 vs NT cells.
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Hep3B cells, explaining the effects observed in proliferation and
wound-healing (Fig. 2G).

3.3. GDF11 decreases spheroid formation capacity and the expression of
genes related to aggressiveness

Previous results strongly suggest that GDF11 exerts tumor sup-
pressive effects. To gain more evidence, we performed studies of

A)
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spheroid formation under GDF11 treatment every 24 h for 5 days. Cells
treated with GDF11 exhibited fewer spheroids at day 5 (39%, in Huh7
cells; and 34% in Hep3B), as compared with untreated cells at the same
time (Fig. 3A). Even more, spheroids observed under the GDF11
treatment were smaller (25% in Huh7 cells; and 40% in Hep3B) than
those formed in the absent of treatment.

The analysis of the expression of some of the key well-characterized
markers of cancer cell aggressiveness, revealed an increment of
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Fig. 4. GDF11 promotes mesenchymal to epithelial transition. A) Time-course analysis by Western blot of representative epithelial (E-cadherin and occludin) and
mesenchymal (Snail and N-cadherin) markers in Huh7 cells treated with GDF11 (50 ng/ml) and, B) corresponding densitometric analysis. Each column represents the

mean

+ SEM of at least three independent experiments carried out by triplicate. Images are representative of at least three independent experiments.

*p<0.05vs

NT cells. Immunofluorescence determined by confocal microscopy of C) Snail and E-cadherin content and, D) N-cadherin and occludin content. Images are re-
presentative of at least three independent experiments. Original magnification 360 X .
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Fig. 4. (continued)

messenger RNA of CD133, CD24, CK19 and EpCAM particularly, the
last one was significantly diminished only in Hep3B with no changes in
Huh7 cells (Fig. 3B).

3.4. GDF11 promotes mesenchymal epithelial transition

Next, we decided to address the expression of some mesenchymal
and epithelial key markers in cells under GDF11 treatment. The im-
munoblot revealed a decrement of mesenchymal markers, such as Snail
and N-cadherin, and the increment of epithelial markers, such as oc-
cludin and E-cadherin, in a time-dependent manner (Fig. 4A and B),
interestingly mesenchymal markers remain below levels of not treated
cells, while epithelial markers decrement peaked at 24 h and then de-
creased to control values. To gain more confidence of these data, we
analyzed the content of these proteins by immunofluorescence, Fig. 4C
and D show the colocalization of Snail and E-cadherin; and N-cadherin
and occludin, respectively, in both cases the expression of the me-
senchymal proteins (Snail or N-cadherin) was considerably diminished,
and the epithelial ones was increased, confirming the immunoblot ex-
periments. Similar results were obtained in Hep3B exhibiting an in-
crement in the expression of E-cadherin and occludin, and decrement in
N-cadherin, in a time-dependent manner (Supplementary Fig. 2).
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3.5. The effects elicited by GDF11 for 72 h of treatment remain in the
absence of the factor

To figure out whether the effects displayed by GDF11 induce a long-
lasting or a transient cellular reprograming, cells were treated with
GDF11 every 24 h for three days then, cells were harvested and pro-
cessed to explore the capacity of colony and spheroid formation for five
days, in presence or absence of serum as competitor. Fig. 5A shown that
Huh7 cells treated with GDF11 remarkably decreased the ability to
form colonies, in the presence or absence of FBS. Similarly, spheroid
formation was significantly diminished in both cell lines (Fig. 5B and
C), interestingly a better effect was observed in Huh7 cell line practi-
cally abrogating the spheroid formation capacity. Serum supple-
mentation in the media did not rescue cells from the static phenotype
(Supplementary Fig. 3), but the number of spheroids were different in
the presence or absent of FBS in NT cells. Reprogramming experiments
showed that cells exposed to GDF11 were unable of sustaining their
colony and sphere forming capacity, indicating that the effect of GDF11
on self-renewal capacity is not transient.

3.6. GDF11 impairs invasion capacity

To address one of the key hallmarks of malignancy, we assayed
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invasion property in cells treated or not with GDF11. 1 X 10° cells were
grafted in the CAM of the chick embryo (Fig. 6A). Fig. 6C shows the
complete control CAM with no cells, in order to observe normal mor-
phology of the CAM. Cells were grafted in the area labeled with the
yellow circle; the eggshell was covered with sterile tape. After two or
four days of incubation at 37 °C, the CAM was recovered fixed and
paraffin embedded for immunofluorescence and confocal microscopy.
We started exploring the effect at day four; at this time we observed
embryo lethality only with not treated cells (Fig. 6B). Microscopy in-
spection revealed few disaggregated not treated cells remaining in the
grafted zone (Supplementary Fig. 4A, white arrows), and some cells
were observed in the distal zone of the CAM (green cells), indicating an
ongoing invasion process (Supplementary Fig. 4C). The same experi-
mental setting with GDF11 treated cells revealed some significant
compacted aggregates of cells (Supplementary Fig. 4B, yellow arrow
heads), and some of them in transit (Supplementary Fig. 4B, white ar-
rows). No cell was detected in the distal CAM (Supplementary Fig. 4D).
Remarkably, chick embryos in the eggs inoculated with GDF11 treated
cells were still alive (Fig. 6B).

In order to analyze the invasion process at an early time point, we
decided to incubate the eggs only for two days. Microscopic analysis of
the complete CAM revealed that most of the untreated cells were gone
(Fig. 6D). In fact, some of chick embryo dies also at this time, however,
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cells treated for three days with GDF11 remained covered by the CAM
and cell localization suggests an attempt of migration, but most of the
cells still there (Fig. 6E). The CAM zones near to the cell cumulous
strongly express beta catenin (yellow arrow, and figure inset), probably
as a response to Huh7 cells reprograming induced by GDF11; in com-
parison, beta catenin expression in CAM with non-treated cells, was
weak, suggesting degradation. In order to address the cell proliferation
status in the invasion experiment, we proceeded to detect Ki67 protein
content by immunofluorescence; Fig. 6F shows more proliferating cells
in CAM grafted with not treated Huh7 cells comparing with those under
GDF11 treatment; remarkably, Ki67 positive cells were more abundant
in the lower zone of the CAM, indicating more proliferative capacity
(yellow arrow; Fig. 6F).

To corroborate the GDF1l-induced invasion restriction, we per-
formed the CAM experiment using Hep3B cells. The results depicted in
Supplementary Fig. 3E show disaggregated not treated cells in the en-
graftment zone, cells seems to be disabled to form cell to cell interac-
tions, in comparison with GDF11 treated cells that exhibited a well
compacted cell cumulous with well defined cell interactions, the vas-
cular zone exhibited not treated cells in blood vessels, effect that was
absent in GDF11-treated cells, interestingly, the tumor was well de-
limited (white arrows, Supplementary Fig. 4), suggesting that treated
cells were able to degrade the basal membrane, as observed in an in situ
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Fig. 5. The effects elicited by GDF11 remains in the absent of the growth factor. Cells were treated every 24 h with GDF11 (50 ng/ml) up to 72 h, after that, cells were
harvested and we proceeded to analyze: A) colony formation and, B) spheroid formation with deprivation of GDF11. Experiments were conducted in the presence or
absence of fetal bovine serum (FBS). For the number of colonies each column represents the mean + SEM of at least three independent experiments carried out by
triplicate. Representative images of the six-well plates. For spheroid formation, each point represents an independent experiment; we reported the median = SEM of
at least nine independent experiments. *, p < 0.05 vs NT cells in presence of FBS (+FBS); & p < 0.05 vs NT cells in the absence of FBS (—FBS).

tumor. The distal zone in the experiment with not treated cells shows
many disaggregated cells in the CAM, in comparison of the GDF11
experiment with few cells; remarkably, the size of this zone was thicker
than that with not treated cells. Thus, these data strongly suggest that
GDF11 significantly reduces invasive property.

3.7. GDF11 decreases spheroid formation in other cancer cell lines

Finally, to corroborate that the tumor suppressive effects displayed
by GDF11 are not restricted to Huh7 and Hep3B cell line, we treated for
three days the human hepatoma cell line HepG2 (Fig. 7A), the mouse
HCC cell line Hepal-6 (Fig. 7B), the human breast cancer cell line
MDA-231 (Fig. 7C), and the human HCC cell line SNU-182. In all cases,
GDF11 significantly decreases spheroid-forming capacity, suggesting a
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conserved effect among cancer cells with some stemness phenotype.

4. Discussion

HCC accounts for 90% of primary liver cancer, with increasing new
cases every year, raising a warning worldwide [4,27]. Although, some
therapeutic options are currently well established, such as sorafenib
administration for advanced tumors, local ablation or resection, these
options only provide some limited benefits in terms of patient survival.
Besides, liver transplantation remains a great challenge due to the
limited number of donors.

Investigation of signaling pathways involved in the control of pro-
liferation, survival or the metabolism of cancer cells is crucial to define
novel alternative therapeutic approaches.
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Fig. 6. GDF11 impairs invasive capacity. The chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) model was used to address the invasion capacity as specified in
Material and Methods. 1 x 10° cells treated or not with GDF11 for 72 h, were engrafted in the top of the CAM in 30 ul of Matrigel. A) Schematic representation of the
model used in the study. B) Survival plot of the chicken embryo, n = 6 in each treatment. C) Representative confocal image composition of the control complete
CAM, the yellow circle indicates the place were cells were placed. D) Confocal microscopic inspection of the entire CAM that received not treated Huh7 cells. E)
Confocal microscopic inspection of the entire CAM that received GDF11 treated Huh7 cells for 72h. CAM is identified by immunofluorescence of beta catenin
(membrane in green, yellow arrows), DAPI was used for nuclei identification, Huh7 cells were traced with Vybrant CFDA SE cell tracer kit (white arrows). F) Ki67
immunofluorescence, positive cells in green (Alexa flour 488), nuclei in red (propidium iodide). V, blood vessel. Images are representative of at least 6 eggs per

condition.

GDF11, a relatively new member of the TGF-[3 superfamily, has been
showed to display biological effects in a wide range of cell types. It is
particularly interesting that most of the cells that respond to GDF11
exhibit some degree of stemness phenotype [9,20]. Along this char-
acteristic, we hypothesized that this growth factor could exert some
effects in HCC-derived cell lines, particularly in those retaining stem-
ness features. It was reported that Huh7 cell line expresses some of the
key stemness markers, such as Nanog, Oct4 or Sox2. It has been also
reported that increased expression of these genes in Huh7 cells is re-
lated to the increment of stemness [28,29], particularly when cells are
forming spheroids [30]. The first evidence that Huh7 and Hep3B cells
respond to GDF11 was the activation of one of the canonical signal
transducers, specifically the phosphorylation of Smad3 [11,20], which
was strongly detected after 5min of GDF11 treatment in the case of
Huh7 and, at 30 min in Hep3B cells, and remained activated along
60 min (Fig. 1A). It is well-characterized that some members of the
TGF-f display effects in epithelial cells that modulate survival or pro-
liferation [31]. Interestingly, we found that viability is unaffected up to
72h under GDF11 treatment (Fig. 1B), with no outward changes in cell
phenotype. However, cell proliferation is clearly diminished at 72 h, in
presence or not, of the proliferative action of FBS (Fig. 2A and D),
suggesting cytostatic effects similar to those observed with other
members of the TGF-B family. Indeed, it is reported that TGF-{ by itself,
displays cytostatic and apoptotic functions that restrain cell growth,
avoiding the hyperproliferative disorders, even in Huh7 and Hep3B
cells [32,33]. This novel effect, elicited by GDF11 in liver cancer cells,
confirms the well-conserved cytostatic effect in the TGF-f family, as
exemplified by the analysis of the content of the main cell cycle reg-
ulating proteins; cyclins A and D1, and cdk6 were downregulated, and
p27 was overexpressed, these effects being particularly evident at 72 h
(Fig. 2C). Similarly, GDF11 significantly attenuated the proliferation of
the neural stem cell line Cor-1, downregulating key positive cell cycle
proteins [20]. In addition, this work by Williams and collaborators
showed that cell migration is impaired by GDF11 as we also observed
(Fig. 2B and F).

Based in the fact that stemness feature is increasing in spheroid or
3D culture, particularly in cells used in this study [29,30], we observed
that the number and the size of spheroids decreased in the presence of
GDF11 at 72h of repeated treatment (50 ng/ml, every 24h) in both
HCC cell lines. We found similar effects in HepG2 (Fig. 7A), a human
hepatoma cell line capable to form spheroids as well [30], and in SNU-
182, another human HCC cell line from a high aggressive tumor. In-
terestingly, when comparing the human liver cancer cell lines, GDF11
displayed greater effects in Huh7 and Hep3B than in HepG2, although,
in the last one, decrement in sphere formation was statistically sig-
nificant, confirming the preference of GDF11 on cells with stemness
feature. Similar results were reported by Bajikar and collaborators in
triple negative breast cancer cell lines [19], even more, Hepal-6, MDA-
MB-231 and SNU-182 cell lines presented similar effects with some
differences in the number of spheroids, but in all cases with significant
changes (Fig. 7).

To gain more evidence, we performed the analysis of the messenger
RNA levels of key molecular markers for aggressive cancers and stem-
ness (Fig. 3B), cytokeratin 19 (ck19) has been closely related to poor
prognosis and high recurrence in HCC [34], the effect on ckl19 ex-
pression, induced by GDF11, was the most relevant, in terms of absolute
values comparing with NT cells, prom1 (CD133) and epcam (EpCAM)
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also are well characterized stemness markers, being CD133 most sig-
nificant in stages I, while the prognostic role of EpCAM is more effective
in advanced stages [35], interestingly, the effect of GDF11 in epcam
expression was different in the HCC cell lines studied here, Huh7 cells
did not respond to the GDF11 treatment exhibiting no changes in the
expression, however, Hep3B, which a more aggressive cell line, di-
minished the expression since 6 h of treatment, supporting the findings
by Chang and coworkers [35]. These results strongly suggest that
GDF11 antitumorigenic properties are more relevant in advanced tu-
mors. Finally, cd24 is another well-known marker for stemness and
aggressive HCC [36], our data clearly show a decrement since 6h in
Huh7 and at 12 h in Hep3B, once again the difference in stemness ca-
pacity is evident in both cell lines, but in both cases GDF11 displays
antitumorigenic effects.

The analysis of mesenchymal and epithelial markers revealed a
clear GDF11-induced mesenchymal to epithelial transition phenotype.
A time-dependent decrement in the expression of mesenchymal-related
proteins such as Snail and N-cadherin, and increased of epithelial
markers, such as E-cadherin and occludin (Fig. 4) [37], was confirmed
by Western blot and immunofluorescence. The gain of an epithelial
phenotype was simultaneously associated to a significant decrease in
colony and spheroid formation capacity (Fig. 5), and to a decreased
capacity in invasion (Fig. 6), as addressed by the CAM assay. Interest-
ingly, in the CAM assay we observed a degradation of the basal mem-
brane, a key condition for invasion in the experiment using not treated
cells, and in the case of the experiment with GDF11 treated cells the
membrane was preserved suggesting a distinctive phenotype of an in
situ tumor, in addition treated cells were presented forming cumulous,
probably because the increment of E-cadherin expression (Fig. 4 and
Supplementary Fig. 2).

All these data clearly show that GDF11 induces an anti-tumor re-
sponse in HCC cells, directed to decreases aggressiveness by attempting
reverse the mesenchymal to epithelial phenotype.

The decrement of the invasive phenotype was also found in triple
negative breast cancer cell lines [19]. The effect was associated to an
increase in the expression of E-cadherin, supporting our findings in
HCC-derived cells. Importantly, we reported that GDF11 effects were
not transient, and may evoke a cellular reprograming in HCC cells.
Indeed, treatment for 72 h with GDF11 sustained the effects even five
days in culture in the absent of GDF11.

Although, a low frequency of mutations in GDF11 and a significant
enrichment in the convertase PCSK5 locus have been reported in breast
cancer [19], we did not find significant presence of mutations in those
genes in HCC according to The Cancer Genome Atlas (TCGA, data not
shown). However, in human HCC the expression level of GDF11 ob-
served no changes, but in cholangiocellular carcinoma (CCC), sig-
nificant differences were found increasing 1.55-fold change in tumors
versus normal tissue (Supplementary Fig. 5), (36 patients for CCC and
371 for HCC; https://portal.gdc.cancer.gov and http://firebrowse.org),
in the case of PCSK5 gene expression the TCGA reports significant
changes in both HCC and CCC (1.56-fold and 2.31-fold change versus
normal tissue.

These data suggest that changes in basal expression in GDF11 and
PCSK5 genes, are rare events in HCC and probably not responsible to
the loss of function of GDF11, maybe some epigenetic silencing me-
chanism could be related to loss of function of GDF11. Nevertheless, we
clearly demonstrated that recombinant human GDF11 induces an
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antitumorigenic effect with no relevance in cell death, but lessening
aggressiveness by promoting a cytostatic phenotype and repressing
invasion.

In conclusion, we are reporting tumor suppressive properties of
GDF11 in HCC-derived cells restricting self-renewal capacity, setting
GDF11 as a good candidate for therapy and biomarker in liver cancer.
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Growth Differentiation Factor 11 (GDF11), a member of the super family of the
Transforming Growth Factor B, has gained more attention in the last few years due
to numerous reports regarding its functions in other systems, which are different to
those related to differentiation and embryonic development, such as age-related muscle
dysfunction, skin biology, metabolism, and cancer. GDF11 is expressed in many tissues,
including skeletal muscle, pancreas, kidney, nervous system, and retina, among others.
GDF11 circulating levels and protein content in tissues are quite variable and are affected
by pathological conditions or age. Although, GDF11 biology had a lot of controversies,
must of them are only misunderstandings regarding the variability of its responses, which
are independent of the tissue, grade of cellular differentiation or pathologies. A blunt fact
regarding GDF11 biology is that its target cells have stemness feature, a property that
could be found in certain adult cells in health and in disease, such as cancer cells. This
review is focused to present and analyze the recent findings in the emerging research
field of GDF11 function in cancer and metabolism, and discusses the controversies
surrounding the biology of this atypical growth factor.

Keywords: GDF11, PCSK5, cancer, liver, HCC, metabolism

INTRODUCTION

On May 2013 the research groups, led by doctors Amy J. Wagers and Richard T. Lee, published
outstanding work suggesting that the growth differentiation factor 11 (GDF11) could be a good
candidate for the age-related heart hypertrophy reversion observed in the model of heterochronic
parabiosis (1). One year later, on May 2014, Science journal published a couple of works by the same
research team at Harvard University, unveiling that systemic injection of the GDF11 reverses age-
related dysfunction in skeletal muscle (2) and vascular and neurogenic function in the brain (3).
Both reports were astonishing, particularly because myostatin, also known as GDF8, shares high
structural homology with GDF11, but GDF8 induces exactly the contrary effect, muscle growth
inhibition (4). At that moment, GDF11 was called “the rejuvenation factor; a term taken by a
commentary note published by Jocelyn Kaiser in the same number of the Science journal (5), and
Karoline E. Brun published another similar commentary in Cell journal entitle “GDF11 and the
Mythical Fountain of Youth” (6).
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The findings, beyond this unfortunate motto, revealed that
GDF11 could exert functions in adult systems, in addition of
those characterized in embryonic and fetal tissues. The works by
the groups of doctors Wagers and Lee provided evidence that the
main target cells are those with certain stemness phenotype, such
as the satellite cells in the muscle, which are the progenitor ones
for new functional muscle cells.

If GDF11 targets cells with stemness capacity, then many
cancer cells should be targeted by this growth factor.

Many cancer cells gain stemness capacity and this correlates
with aggressiveness and poor prognosis. The findings raised by
the group of doctors, Wagers and Lee, position cancer cells
as a target of GDF11 since they proved that stemness is a
key condition for GDFI11 effect. However, the results could be
opposite depending of the cancer cell origin, metabolic status,
or the stage of the cancer. We must wait for incoming works
in the next few years, perhaps months, revealing a more precise
mechanism regarding these apparent controversies in cancer
and metabolism.

This work is focused to review the general knowledge of
GDF11, and its functions in cancer biology and metabolism,
taking into consideration recent findings in the specialized
literature and in the public databases and scientific on-
line resources.

GDF11 AN ATYPICAL TGF- FAMILY
MEMBER

GDF11 (also known as Bone Morphogenetic Protein, BMP11),
is a member of the super family of the Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) and a subfamily of the BMP which is widely
secreted in many species, including mouse, rat and human, and
it is accepted as a key factor in embryo development, particularly
in the anterior/posterior patterning (7-9).

GDF11 was identified by McPherron et al. in 1999, who cloned
the human and mouse GDF11 and characterized its function in
pattering the axial skeleton (9). Two years prior, the same group
also discovered and characterized the GDF8 (10).

In humans, GDF11 gene is located in chromosome
12 (12q13.2, forward strand, Ensembl accession number:
ENSG00000135414). Two splice variants products have been
identified, according to Ensembl (Figure 1), the first one, GDF11-
201 is a 8657 bp RNA, formed by three coding exons, generating
a 407 amino acids protein, and the second one, GDF11-202, is
a 1,258 bp, formed by three exons generating a 380 amino acids
protein (11). Jeanplong (12) reported another RNA splice variant
determined as GDF-11AEx11, characterized by the absence of
exon 1, and composed for exon 2 and 3 with transcriptional
initiation in intron 1 (4,701 bp). It is predicted this variant could
be regulated by transcription factors, such as some myogenic
factors (MRF, Myf5, MyoD, Myogenin, and MRF4), Pax3, NF1,
AP1, among others (12), suggesting that it could be involved in
muscle development and/or repair as reported in other work (2).
Interestingly, the promoter of GDF11 could also be activated by
trichostatin A (13), an inhibitor of histone deacetylases (HDAC),
suggesting a clear epigenetic regulation of the GDFI1 gene

expression; HDAC3 regulates zebrafish liver development by
modulating GDF11. The overexpression of HDAC3 increases
liver size, while the increase of GDF11 expression induces a
small size liver; interestingly, the knockdown of GDFI11 did
not induce any relevant change in liver morphology. The role
of HDAC3 in GDF11 function in liver development is likely
a direct control over the hepatocyte precursor (hepatoblast)
proliferation, as observed in HCC-derived cells (14), but this
must be deeply addressed.

GDF11 mRNA is translated in a precursor protein (Figure 2),
which is processed by specific proteases generating the mature
GDF11 (C-terminal, 12.5 kDa) and the pro-domain (N-
terminal, 30.1 kDa). GDFI11 shares 89% amino acid sequence
homology with GDF8, however GDF8 expression in human
tissues is restricted to cardiac and skeletal muscle (1),
while GDF11 is practically expressed in all tissues (15).
Although there is high homology between mature GDF8
and GDFI1, the pro-domains of both proteins share only
54% homology. The pro-domain is fundamental for proper
protein folding, disulfide bond formation and exportation
of the homodimers (16), suggesting differences in post-
translational process.

The protein convertase subtilisin/kexin 5 (PCSK5) is one of
the main acting proteins on GDF11, activating the mature GDF11
by proteolytic process at basic sites of the pro-domain (17). The
elimination of PCSKS5 in the mouse embryo was associated with
abnormal expression of Hlxb9 and Hox genes, two well-known
GDF11 target genes, generating defects in the anteroposterior
patterning and strongly proposing a relationship with GDF11
functions (7, 8).

In humans, GDF11 is expressed in practically all tissues, but is
particularly relevant in the brain (hippocampus), the kidneys, the
endometrium, and the heart muscle; while the liver is the organ
with the lowest expression (1, 15, 18).

THE SIGNAL TRANSDUCTION

As a member of the BMP family, GDF11 uses the canonical
receptors and the SMAD proteins for signaling. The GDFI11
dimer (a disulfide-linked homodimer of carboxy-terminal
fragments) binds the activin receptors type II A or B (ActRIIA,
ActRIIB), proteins with serine/threonine kinase activity; leading
to the recruitment and transphosphorylation of two type
I serine/threonine kinase receptors, also known as activin-
like kinase receptors (ALK), particularly the 4, 5, or 7 (19,
20). The activated ALK receptor phosphorylates and activates
the receptor-regulated SMAD (R-SAMD). GDFI11 particularly
transduces by using SMAD2 and 3 (14, 21), and some reports
also propose the participation of SMADI, 5 and 8 (22). The R-
SMAD dimer recruits the co-SMAD, SMADA4, to form a trimeric
complex, which eventually translocates to the nucleus for gene
expression regulation (23). Although the signal transduction
of the TGF-p family might seem simple, it is highly regulated
by extracellular and intracellular mechanisms. Inside the cell,
the regulation can occur at the membrane or in the cytosol,
during nuclear translocation and DNA biding, at this level, is a
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FIGURE 1 | Schematic representation of GDF11 gene and mRNA. (A) Gdf11 gene and (B) Gdf11 transcripts and table with the two transcripts specifications
according to Ensembl (www.ensembl.org, ENSG00000135414.9) and Jeanplog 2014.
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FIGURE 2 | Maturation process of GDF11.

tetrameric complex because the interaction with a fourth protein
component or partner (24) (Figure 3).

GDF11 can also transduce by non-canonical pathways.
Mitogen activated protein kinase (MAPK) is perhaps the main
non-SMAD pathway controlled by the growth factor, activating
routes such as p38, AKT, and JNK (25, 26), however, in some
cases, inhibiting the activation of JNK or NF-kB (27) depending

of the cell lineage. Further, it has been described that the
family can also transduce by MAPKKK? [also known as TGEF-
B activated kinase 1 (TAK1)] via MEK6 (28-30). TAK1 is part
of a signaling complex formed by TAK1 binding protein 1
(TAB1) and with either TAB2 or TAB3 (31). TAK1 complex
follows an intricate mechanism of activation involving the tumor
necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 2 or 6, adaptor
proteins with non-conventional activity of E3 ubiquitin ligase.
TRAF proteins exert regulation over TAB2 or 3. Finally, the
autophosphorylation of TAKI leads to the activation of its
downstream targets, particularly members of the MAPK and
NEF-kB signaling pathways (32).

Negative regulation of the GDF11-mediated signaling can also
occur at different levels. Extracellularly, GDF11 can be negatively
regulated by the interaction with many proteins such as follistatin
(33, 34), GDF-associated serum protein-1 (GASP-1), GASP-2
(35), decorin and follistatin-like 3, among others (4). Follistatin,
a secreted glycoprotein, binds GDF11 and inhibits its interaction
with ActRIIB. Follistatin is the main extracellular inhibitor of
GDF11, and is transcriptionally regulated by the same GDFI11
signaling, indicating that the signal transduction is restricted by a
negative feedback mechanism (36).

The BMP and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI), a
co-receptor that is not functional due to it lacks cytosolic domain,
has been suggested to be another negative regulator in plasma
membrane, but that still remains to be confirmed (19).

In the cytosol, GDF11 follows the canonical negative
regulation of the family. It has been reported that GDF11 is
regulated by SMAD7 (37) and SMADG (19). The SMAD specific
E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMUREF2) also displays negative
regulation of the signaling pathway (28). Negative-regulation
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FIGURE 3 | The signal transduction of GDF11. The figure displays the canonical signal transduction mediated by R-SMAD (SMAD 2/3, SMAD 1,5,8), assisted by the
Co-SMAD (SMAD4). The signal could inhibited by inhibitory SMAD (I-SMAD) 6 or 7 or by the SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase (SMURF). Extracellularly,
GDF11 could be inhibited by the BMP and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI), or the action of proteins such as Follistatin, Decorin, and GDF-associated
serum protein-1 (GASP-1) and GASP-2. The non-canonical pathway is driven particularly by the Mitogen Activated Proteins Kinases (MAPK), signaling continues to
the tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 2 or 6; and TGF-B activated kinase 1 (TAK1), which in addition uses the TAK1 binding protein (TAB) 1 and
one of both 2 or 3. Non-canonical regulation could influence the nuclear factor kappa B (NF-kB) among others, and the inhibition of this pathway could be blocked by
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of the non-canonical pathway is driven by specific protein
phosphatases (PP), such as PPC1, among others.

DEVELOPMENT AND AGED-RELATED
FUNCTION

Although GDF11 was identified in 1999 (9), as previously
mentioned, in 2014 the growth factor was transiently located
in the “Sancta sanctorum” of the “miraculous” molecule,
when the laboratory of Amy Wagers (2) reported that
GDF11 was responsible for the skeletal muscle regeneration in
mice heterochronic parabiosis. A profound controversy arose
regarding the rejuvenating property of GDF11; some groups
stated that this property is displayed by the growth factor (1-
3, 38), while others reported the opposite effect (39-42), as
previously mentioned. To have a good point of view regarding
this debate, we suggest a deep view of cited works and
commentaries regarding the controversy (3, 5, 6, 19, 42, 43).
Regardless of this disagreement, there is no doubt about the
GDF11 function in differentiation and embryonic development,
particularly in anterior/posterior axial skeleton (9) and brain
function (44), which are nicely reviewed elsewhere (19, 45, 46).

GDF11 VS. GDF8 AND THE RACE FOR THE
DISCOVERY OF THE REJUVENATION
PROPERTIES

GDF11 and GDF8 are close related members of the activins
subclass in the TGF-B superfamily. Sharing 90% of their
amino acid sequence (38, 47), these two proteins have been a
technical challenge for antibody manufacturers and, therefore,
protagonists of one of the most controversial studies in recent
years (29, 39, 48-50), regarding to the issue of GDF11 being the
protein responsible for “rejuvenation” of aged organisms (1, 2),
as previously mentioned.

The race from the discovery of the rejuvenation properties of
GDF11 to the following debate of the antibody specificity led to
a deeper structural analysis of these proteins and the interaction
with their receptor. Due to the similarities of ~90% of sequence
identity of the C-terminal signaling domain between GDF11 and
GDF8, their mature form is nearly identical, which causes these
proteins to share the same activin type II receptor (38).

Although they are indeed similar in their monomeric form, in
fact these proteins are thought to have opposite functions, where
GDF11 works as a muscle generator in embryogenesis (9) but
GDF8 acts as a muscle mass inhibitor (10, 51), which may be
the result of the final homodimer structure. Thus, it is important
to understand that the GDF11 and GDF8 homodimer formation
leads to a different conformation that allows them to interact with
the same receptor in a unique and specific way. It is reported
that both homodimers are linked by a single disulfide bond in
an antiparallel conformation, but the flexibility in the relative
orientations generated by the differences in their structure are
determinant for the quaternary structure variations that lead to
a distinctive biological response (47, 52).

It has also been reported that GDF11 has a stronger affinity
for the receptor than GDF8 (38) and that it is more dependent on
direct receptor contacts (53), but there is also an issue with crystal
structures of both proteins. Human myostatin alone has not been
reported and the available structures are bound to extracellular
antagonists (follistatin and follistatin-like 3) (54, 55), which have
been compared to a small-angle X-ray scattering (SAXS) analysis
to determine the mechanism of activation (52). On the other
hand, human GDF11 structure has been resolved in recent years
(47), thus, it is possible to discover the real impact of the structure
of both proteins in future, at which point we can begin to uncover
exactly what makes the responses so different.

GDF11 EFFECTS IN CANCER BIOLOGY

An emerging field of research is the impact of GDF11 in cancer
biology. Most of the cancer cells, particularly those with high
aggressiveness, retain or recover stemness capacity, placing them
as a potential target of GDF11 (14, 23).

There exist some controversies in cancer biology as well; in
some cases GDF11 induces clear tumor suppressive properties
(14, 23), and in others it is the opposite (56, 57). Once again,
the versatility displayed by this growth factor depends of cell
progeny, grade of differentiation or transformation.

LIVER CANCER

We recently published work describing how GDF11 induces
tumor suppressive properties in human hepatocellular
carcinoma-derived cells, Huh7 and Hep3B cell lines, restricting
spheroid formation and clonogenic capacity, an effect that is also
observed in other liver cancer cell lines (SNU-182, Hepal-6, and
HepG2), decreasing proliferation, motogenesis, and invasion.
These characteristics were associated with transcriptional
repression of cyclin D1 and A, and the overexpression of
p27 (14). GDFI11 effects, on hepatic cell proliferation, have
been found in liver development, where GDF11 targets the
hepatoblast, the hepatocyte precursor (13, 58).

Remarkably, the invasion experiments using the chick embryo
chorioallantoic membrane (CAM) model (14, 59) revealed a
static phenotype in Huh7 cells treated for 72h with GDF11
(50 ng/ml), an outcome well-correlated with a decrease in cell
migration and proliferation. Furthermore, GDF11 treated cells
were incapable of sustaining colony and sphere capacity in the
absence of GDFI11, up to 5 days, indicating that the effect of
GDF11 on self-renewal capacity is not transient, suggesting a
reprogramming effect.

Similar results were obtained in the hepatoblastoma cell lines,
HepG2 and SMMC-7721: the treatment with GDF11 up to 72h
reduced cell viability. Although SMMC-7721 cells are probably a
HELA-derivative cell line, the effect was also present (60). This
report also provides preliminary evidence that the expression of
GDF11 was significantly lower in cancerous tissue rather than in
normal liver.

Outstandingly, GDF11 was capable of decreasing
aggressiveness-associated markers in Huh7 and Hep3B cells,
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producing a deregulation in the expression of Epcam, promol
(CD133), cd24, and ck19, that was associated with the repression
of Snail and N-cadherin, and the overexpression of occluding
and E-cadherin, strongly indicating a mesenchymal to epithelial
transition (14).

It is interesting that, under normal conditions, liver cells,
which are the poorest in GDFI11 production, are highly
responsive to GDF11 in the context of cancer could be relevant
in terms of a possible use of GDF11 for treatment. The work
by Gerardo-Ramirez clearly showed that all HCC cells used
in the study responded to the exogenous GDFI1 treatment,
decreasing all aggressiveness-associated markers. Interestingly,
the effects in HCC cells were differentiated, and it was dependent
of the stemness capacity, being more responsive to Hep3B
cells, which express fewer stemness markers compared to Huh7
cells. Supporting this statement, in liver development GDF11
has been related to inhibition of liver growth, mainly targeting
proliferation of hepatoblast, the cell precursor or mature
hepatocytes by a mechanism involving HDAC3, which inhibits
the expression of GDF11 as proven by Farooq and collaborators
(58). This work clearly demonstrates that GDF11 targets hepatic
cells with stemness features, not necessarily those observed in
cancer, but in the normal liver, particularly in development.

BREAST CANCER

Similarly, Bajikar et al. (23) identified a tumor-suppressive role
of GDF11 in a triple-negative breast cancer (TNBC). These cells,
under 3D culture, heterogeneously express GDF11 and very low
levels of GDF8, as well as the main canonical receptors, such as
ALK4, and ALK5, among other protein machinery required for
a proper signal transduction. This clearly indicates that breast
epithelial cells express the required components to recognize
GDF11 as an autocrine or paracrine stimulus (23). GDF11 also
induced a decrease in number and size of the spheroids and
generated more-compacted structures by the increment in E-
cadherin, as observed in liver cancer cell lines, and GDF11
treatment induces a cell-cell adhesion preventing metastasis
phenomena (14, 23).

Authors also found a defective GDF11 maturation and
secretion in seven of nine studied TNBC cell lines. The linker
was the convertase PCSKS5, in which a deficiency was found in
the TNBC cells, inducing the extracellular accumulation of the
immature proGDF11 and, for instance, loss in the bioactivity
of GDF11. This mechanism was also observed in mice; the lack
of Pcsk5 in Apcmin/ T animals (61) increases adenocarcinoma
formation in the small intestine, decreasing the survival (23, 62),
which demonstrates a clear function in tandem of GDF11 and
PCSKS5 to induce the tumor suppressive properties. In fact, the
restoration of the PCSK5 activity in the TNBC cells suppresses
lung metastasis (23).

Another work by Wallner et al. (63) revealed that super-
physiological levels of GDF11 (2ug/ml) could provide
advantages in chemotherapy in breast adenocarcinoma,
inducing a decrement in the migrative capacity of MCF-7 cells in
a scratch assay. Similar findings were observed in the presence of

follistatin (2 pg/ml), while GDFS8 (2 jug/ml) induced cell death at
the same time. This study also showed that GDFI11 is expressed
in low grade adenocarcinoma tissue (G1), but lower levels in G3
tissue were found, and it was correlated with high expression
of follistatin in G1, suggesting an inhibitory effect of GDF11 at
higher levels of differentiation, which is consistent with the idea
that high aggressiveness in cancer associates with less GDF11
function, confirming the tumor suppressive capacity of GDF11.

PANCREATIC CANCER

Pancreatic cancer (PC) represents one of the most lethal cancers
worldwide (64). It has been reported that GDF11 is down-
regulated in PC tissue, compared with surrounding tissue, and
pancreatic cell lines exhibit a low expression of the growth
factor (65). This group also reported that, in a cohort of 63 PC
patients, those with high GDF11 expression had significantly
better survival rates in comparison with those with low GDF11
expression. These effects were related to decreased proliferation,
migration and invasion, and these observations are in agreement
with those reported in HCC and TNBC. GDF11 is also capable of
inducing apoptosis in PC cell lines (65).

Similarly, the human protein atlas (https://www.proteinatlas.
org) provides evidence from 176 patients: those with high GDF11
expression (n = 61) exhibited better survival rates, compared
with those with low expression (n = 115, p < 0.001) (Figure 4).
These observations strongly suggest that GDF11 could also exert
tumor suppressive properties that should be deeply addressed
to gain confidence, particularly the effect of exogenous active
GDF11 (18).

Interestingly, another member of the family GDF15 is directly
correlated with poor survival in PC patients, and it is proposed
as a better marker than CA-125 (66), again raising the atypical
functions of this growth factor.

As observed in HCC, in PC, the targets of GDF11 are poorly
differentiated cells. In the mouse embryo, GDF11 is expressed in
the pancreatic epithelium, at embryonic day E12-E14 (67), as it
happens in the liver, but in GDF11~/~ animals the pancreas size
are 2-fold smaller than wild type.

In the context of the educated guess that cells with some
stemness phenotype respond to GDF11, even in cancer, it has
been proven that GDF11 negatively regulates NGN3™ progenitor
cells and GDF11 induces B-cell differentiation (68), supporting
the role of GDF11 in metabolism. Under this context, GDF11
exerts its functions in pancreatic cells with stemness phenotype.

COLORECTAL CANCER

In 130 patients with colorectal cancer (CRC), the expression of
GDF11 was significantly higher compared with normal tissue
(56). The classification of the patient cohort in low and high
GDF11 expression revealed that those patients with high levels
of GDF11 showed a higher frequency of lymph node metastasis,
more deaths and lower survival. The study suggests that GDF11
could be a prognostic biomarker in patients with this disease.
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FIGURE 5 | Genomic alterations in Gdf11 gene. Alteration frequency by type of cancer according to cBioportal for cancer genomics (https://www.cbioportal.org).
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It is known that lymphangiogenesis is a fundamental
phenomenon for colorectal cancer dissemination (69). Recently,
Ungaro and collaborators reported that the microenvironment in
the lymphatic vessels provides support to the tumor-derived cells
by manipulating the production of extracellular matrix proteins
and soluble factors, such as cytokines and growth factors (70).
Whole transcriptomic analysis addressed by RNA-seq of isolated
human intestinal lymphatic endothelial cells (HILEC) from
surgically resected CRC and healthy corresponding controls,
revealed that among those genes differentially expressed, GDF11
was observed as a significant increment with high statistical
confidence. CACO-2 cells demonstrated high proliferation in co-
culture with CRC-HILEC, but the GDF11 silencing by siRNA
abrogated this effect indicating a tumor promotion role of
GDF11 in CRC. Interestingly, GDF11 was expressed not only
in lymphatic vessels in CRC, but also in normal tissue (69).
The study also provides evidence of a direct correlation of
GDF11 expression and tumor stage, confirming in this particular
cancer that GDFI1 expression could be a marker of tumor

progression (70), and also raises mechanistic evidence that
microenvironment in the lymphatic vessel could play a pivotal
role in metastasis by local production of GDF11.

OTHER TYPES OF CANCER

Some reports have pointed to the pro-tumorigenic properties
of GDF11, with major or minor confidence of rigorous
scientific approach.

In oral squamous cell carcinoma, Qin and coauthors (57)
showed that in a small patient cohort GDFI1 expression
is positively correlated with aggressiveness, finding a higher
expression in metastatic oral cancer (n = 19) in comparison
with non-metastatic oral cancer (n = 15). Authors also sustain
that GDF11 induced epithelial to mesenchymal transition by
downregulating epithelial markers such as E-cadherin, and the
overexpression of vimentin or metalloproteinase 9.

In uveal melanoma, GDF11 expression was significantly
upregulated compared with surrounding tissue, the expression
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FIGURE 7 | Genomic alter