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INTRODUCCION

El cuerpo estd compuesto por trillones de células que crecen y se dividen de forma
organizada. Cuando las células envejecen o sufren algln tipo de dafio, mueren y son
reemplazadas por nuevas células. Estos procesos de crecimiento, proliferacién y muerte
celular en ocasiones se ven alterados debido a cambios que sufre el ADN, tales como
eliminacidn, sustitucion, o la adicion de nucledtidos. Algunas de las alteraciones resultantes
provocan que las células pierdan el control sobre su capacidad replicativa, aumentando de
manera drastica el nimero de células e incrementado el riesgo de invadir otros tejidos y
organos. El cancer, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define como un
amplio grupo de enfermedades generadas por la proliferacion sin control y la multiplicacion
autonoma de un grupo especifico de células, dicho crecimiento exacerbado puede

propagarse a otros érganos, proceso conocido como metastasis (OMS, 2015).

Es importante mencionar que en todos los tipos de cancer hay una funcion alterada en los
genes que controlan el crecimiento y la division celular, la cual puede deberse a herencia
genética (5%) o a cambios epigenéticos (95%) que ocurren a lo largo de la vida en el ser
humano. Los factores de riesgo mas comunes relacionados con la aparicion y desarrollo del
cancer son: consumo de tabaco y alcohol, dieta poco saludable, falta de actividad fisica,
presencia de infecciones crdnicas, como el virus de hepatitis B y C, y el virus de papiloma
humano, entre otros. El envejecimiento es otro factor de riesgo fundamental para
desarrollar cancer, el cual estd asociado con la actividad de las telomerasas. Se ha
observado que la incidencia de cancer aumenta de forma dramética con la edad y
generalmente se debe a que los mecanismos de reparacion celular son menos efectivos a

medida que la persona envejece (American Cancer Society, 2015).

La OMS ha reportado que el cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial,
ocasionando 7.6 millones de muertes en el afio 2008. La sociedad americana del cancer ha
pronosticado 1,658,370 nuevos casos de cancer en el afio 2015, solamente en los Estados
Unidos de América. Por su parte, la Organizacion Panamericana de la Salud reporto que
entre los afios 2007 a 2009, la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de cancer
fue de 110.7 muertes por cada 100 mil habitantes (OPS, 2011).



En México, los datos mas recientes que se tienen sobre el cancer son los siguientes:

En 2012, la principal causa de morbilidad hospitalaria en menores de 20 afios es el
cancer en drganos hematopoyeéticos (58.8% de los hombres y 59.5% de las mujeres)
(INEGI, 2015).

Durante 2012, mas del 50% de los hombres menores de 20 afios que egresan de un
hospital por cancer es debido a leucemia (INEGI, 2015).

En 2013, del total de defunciones por tumores malignos en menores de 20 afos
57.4% son hombres y 42.6% son mujeres (INEGI 2015).

En 2012, el cancer de mama es la principal causa de egreso hospitalario entre las
mujeres de 20 afios y més (30.8%) (INEGI, 2015).

En 2011, 8 de cada 100 hombres de 20 afios y mas con cancer, presentan neoplasia
de prostata (INEGI, 2013).

En 2011 de cada 100 defunciones por tumores malignos en hombres de 20 y mas
afios, 17 fallecen por cancer de prostata, 13 de pulmoén y 9 de estomago (INEGI,
2013).



Céancer de mama (CaM)

a) Epidemiologia

El cancer de mama es una neoplasia maligna de las células epiteliales que revisten los
conductos y lobulillos de la mama, actualmente es la principal causa de muerte en las
mujeres de entre 20 y 59 afios de edad en todo el mundo. En Estados Unidos el cancer de
mama es la segunda causa mas comudn de muerte por cancer. De acuerdo con la sociedad
americana del céncer, se ha estimado para 2015 la presencia de 231,840 nuevos casos de
cancer de mama y se esperan alrededor de 40,730 muertes debido a esta enfermedad

(American Cancer Society, 2015).

En México, el Instituto Nacional de Cancerologia reporta que el cancer de mama ocupa en
la actualidad el primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas en las mujeres y
representa 11.34% de todos los casos de cancer. La situacion de la mortalidad por cancer en
México es considerada como un problema prioritario de salud publica, ya que desde 1990
los tumores malignos representan la segunda causa de muerte en la poblacion general y su
ascenso ha sido sostenido. La evidencia observada en las defunciones femeninas por cancer
de mama en la poblacion nacional presenta un registro de 1,206 muertes en 1980, que
alcanza un total de 4,897 en 2009; dichos valores absolutos representan 0.3 y 0.9% respecto

de las defunciones generales nacionales de esos afios (Arce et al., Cancerologia 2011).

b) Factores de riesgo

Existe un gran nimero de estudios enfocados a evaluar la influencia de diversos factores de

riesgo sobre el CaM, siendo los mas comunes:
1. Género.

El hecho de pertenecer al género femenino es uno de los factores de riesgo mas
fuertes para padecer cancer de mama. El género masculino también puede padecer
cancer de mama, sin embargo la incidencia de este padecimiento es escasa y hasta la
fecha el cancer de mama en hombres no esta bien comprendido y muchas veces no
es diagnosticado a tiempo. El cancer de mama es mas comun en las mujeres debido

a que las células que forman los ductos mamarios se encuentran mas desarrolladas



que en el hombre, dichas celulas ademas se encuentran expuestas constantemente al
efecto de estrogenos, hormonas esenciales para el crecimiento, desarrollo y
reproduccion de la mujer (Canadian Breast Cancer Foundation, 2014).

Edad.

El riesgo de padecer cancer de mama incrementa de forma significativa a medida
que la mujer envejece, no obstante este padecimiento puede presentarse a cualquier
edad. Alrededor de 1 de cada 8 casos de cancer de mama invasivo se encuentra en
mujeres menores de 45 afios, mientras que aproximadamente 2 de cada 3 mujeres
que presentan este padecimiento son mayores de 55 afios (American Cancer
Society, 2015).

Etnia.

En general las mujeres de origen caucasico se encuentran ligeramente mas
predispuestas a desarrollar cancer de mama en comparacién con mujeres afro-
americanas, no obstante estas Gltimas son las que mueren con mayor frecuencia
debido a este padecimiento. Por su parte, las mujeres asiaticas, hispanas y nativo-
americanas tienen un riesgo menor de desarrollar cancer de mama y morir por esta

enfermedad (National Breast Cancer Foundation, 2014).
Historia familiar y factores genéticos.

Aquellas mujeres que tienen algln familiar de primer grado (madre, hermana o hija)
con cancer de mama poseen el doble de riesgo de presentar este padecimiento en
comparacion con mujeres que no tienen familiares afectados. El riesgo es mucho
mayor cuando el nimero de familiares que presentan cancer de mama también es
mayor. Es importante mencionar que tanto factores ambientales como aquellos
relacionados con el estilo de vida representan tres cuartas partes de los factores de
riesgo para presentar cancer de mama y Unicamente una cuarta parte esta
representada por factores hereditarios; de hecho, 87% de las mujeres que presentan

cancer de mama no tienen familiares de primer grado con esta enfermedad, ademas



una pequefia proporcion de familias comparten genes relacionados con

predisposicion a cancer de mama.

Los genes BRCAL y BRCA2 son genes humanos que producen proteinas supresoras
de tumor, las cuales ayudan a reparar el ADN dafiado asegurando la estabilidad del
material genético de la célula. Cuando uno o ambos genes se encuentran mutados o
alterados, el ADN dafiado no es reparado de forma apropiada y es muy probable el
desarrollo de alteraciones celulares que lleven a la presencia de cancer. Mutaciones
especificas heredables en los genes BRCALl y BRCA2 incrementan el riesgo de
padecer cancer de mama y de ovario también, ademas se han visto asociados con el
riesgo de padecer otros tipos de cancer. Las mutaciones en BRCA1 y BRCA2
representan alrededor de un 20 a 25% del cancer de mama heredable y alrededor de
un 5a 10% de todos los tipos de cancer de mama (National Cancer Institute, 2014).

Historia menstrual y reproductiva.

El tiempo en el que se da el comienzo y el término del estado reproductivo de una
mujer puede influenciar su riesgo de desarrollar cancer de mama. Aquellas mujeres
que han tenido una mayor cantidad de ciclos menstruales debido a que comenzaron
a menstruar a edad temprana (antes de los 12 afios) y/o experimentaron la
menopausia a edad tardia (después de los 55 afios) tienen un riesgo ligeramente
mayor de presentar cancer de mama. El incremento del riesgo puede ser debido a la
exposicion a hormonas como estrogenos y progesterona por un periodo de tiempo

mayor.

Algunos factores reproductivos tienen la facultad de modificar los niveles de
hormonas sexuales; se ha visto que aquellas mujeres que no han tenido hijos o que
tuvieron su primer hijo después de los 30 afios tienen un riesgo ligeramente mayor
de padecer cancer de mama. EIl tener varios embarazos y embarazarse a edad
temprana reduce el riesgo. EI embarazo reduce el nimero total de menstruaciones
en la vida de una mujer, la cual podria ser la razon de este efecto (National Breast
Cancer Foundation, 2014).



6. Tejido mamario denso.

Los senos estan constituidos principalmente por tejido graso, tejido fibroso, y tejido
glandular. Cuando la cantidad de tejido fibroso y glandular se encuentra en mayor
cantidad que la del tejido graso se dice que el seno posee un tejido mamario denso.
Diversos factores pueden afectar la densidad mamaria, tales como la edad, la
menopausia, el uso de medicamentos (terapia hormonal durante la menopausia), el
embarazo y factores genéticos. Las mujeres que presentan un tejido mamario denso
tienen un mayor riesgo de padecer cancer de mama que aquellas con menos tejido

de este tipo (Canadian Breast Cancer Foundation, 2014).
7. Falta de actividad fisica, sobrepeso y obesidad.

Tener sobrepeso o presentar obesidad sobre todo después de la menopausia
incrementa el riesgo de padecer cancer de mama. Antes de la menopausia los
ovarios producen la mayoria del estrogeno presente en el cuerpo, el tejido adiposo
también produce estrogeno pero en poca cantidad, después de la menopausia los
ovarios dejan de producir dicha hormona y en este caso la mayoria del estrogeno los
producen las células adiposas. Si una mujer tiene cantidades elevadas de tejido
graso sobre todo después de la menopausia posee un mayor riesgo de padecer
cancer de mama, ya que la cantidad de estrégenos se elevard mas alla de sus valores
normales. Las mujeres que padecen obesidad o sobrepeso tienen niveles elevados de
insulina en la sangre, existen estudios que asocian niveles altos de insulina con el
desarrollo de diversos tipos de cancer, entre los que se encuentra el cancer de mama
(Cancer Research UK, 2014).

La razon principal por la que existe una alta tasa de mortalidad en el cancer de mama es la
presencia de metastasis, el desarrollo de este proceso es un signo de mal prondstico en la
mayoria de los pacientes que presenta cualquier tipo de cancer. Uno de los factores mas
importantes no s6lo para la iniciacion del tumor sino para la promocién e invasion de las
células tumorales es el ambiente que le rodea; en este ambiente se ha identificado la

presencia de componentes que son caracteristicos de una respuesta inflamatoria.



Inflamacién

La respuesta inflamatoria consiste en la activacion del sistema inmune luego de una lesion
en la que el cuerpo intenta reparar el tejido dafiado. Las lesiones pueden ser de tipo
mecénico, quimico, fisico o pueden ser ocasionadas por la presencia de virus o
microorganismos. La inflamacion se presenta de forma aguda y cronica (Fundamentals of

inflammation, 2010).

La inflamacion aguda es una respuesta temprana, casi inmediata que se da después de una
lesion en algun tejido y es la primera fase en la reparacion de heridas. Una respuesta
inflamatoria aguda puede ser desencadenada por dafio a nivel celular y tisular, asi como por
células muertas o por agentes infecciosos. La fase aguda ocurre antes de establecerse una
respuesta inmune y su objetivo principal es eliminar el agente causal del dafio; se lleva a
cabo en dos fases: la fase vascular y la fase celular, en la primera hay una breve
constriccidn, seguida de una dilatacién de los vasos sanguineos presentes en la cercania del
sitio de la lesion, la segunda fase es iniciada por el movimiento de células fagociticas hacia
el area dafada, estas células comienzan a adherirse al endotelio vascular y por medio de
extravasacion migran hacia el tejido inflamado por medio de un proceso denominado
quimiotaxis. Una vez en la zona del dafio, las células fagociticas engullen restos celulares,

bacterias y otros agentes infecciosos (Patologia Humana, 2008).

Por su parte, la inflamacion crénica puede o no manifestarse luego de una respuesta aguda.
Este tipo de inflamacion es de larga duracion (meses o afios) debido a un estimulo agresivo
persistente. La inflamacion cronica es desencadenada por la adhesion de linfocitos y células
mononucleares a las paredes del endotelio vascular, seguida de su extravasacion al sitio de
la lesion. En los compartimentos extracelulares, los linfocitos y los macréfagos secretan
factores que estimulan la formacién de coladgeno extracelular y perpetGan la respuesta

inflamatoria (Fundamentals of inflammation, 2010).

En condiciones normales el desarrollo de una respuesta inflamatoria es la forma en que un
organismo se defiende de factores que rompen con su homeostasis, sin embargo, hay
evidencia de que en muchas ocasiones este proceso al encontrarse de forma persistente o
cronica tiene la capacidad de mantener procesos fisiologicos tales como la regeneracion y

reparacion de tejidos generando sefiales de supervivencia y proliferacion que al ser captadas



por células malignas, lleva a la promocion y progresion de tumores (Rakoff-Nahoum et al.,
2006).

Céncer e inflamacion

El vinculo entre cancer e inflamacion se establecidé por primera vez en el siglo XIX con
base en estudios hechos por Rudolph Virchow, quien observé que con frecuencia los
tumores surgian en sitios de inflamacion cronica y que células inflamatorias como los

leucocitos estaban presentes en tejidos neoplésicos (Balkwill and Mantovani, 2001).

Estda comprobado que solamente una minoria de todos los cénceres son debidos a
mutaciones de linea germinal, por lo que la mayoria es ocasionada por mutaciones
somaticas y factores ambientales. Muchos de estos factores se encuentran vinculados
estrechamente con alguna forma de inflamacion crénica (Aggarwal et al., 2009).

Estudios epidemiolégicos han mostrado que la inflamacidn cronica es un fuerte factor de
predisposicion para diversos tipos de cancer. Se estima que ciertas infecciones y respuestas
inflamatorias estan ligadas a un 15 a 20% de todas las muertes por cancer en el mundo
(Balkwill and Mantovani, 2001).

Existen muchos detonantes de la respuesta inflamatoria que incrementan el riesgo de
desarrollar cancer. La inflamacion del higado y pancreas, debida al consumo excesivo de
alcohol, se encuentra relacionada con la presencia de cancer en estos 6rganos; la exposicion
a asbestos, silica y el consumo de tabaco esta asociado con inflamacion y carcinoma en los
pulmones; la enfermedad intestinal inflamatoria estd asociada con cancer de colon; la
infeccion crénica por Helicobacter pylori esta asociada con carcinoma gastrico; la hepatitis
viral crénica con cancer de higado; las infecciones recurrentes con Schistosoma spp. estan
asociadas con carcinoma de vejiga y colon; la infeccion con algunas cepas agresivas del
virus de papiloma humano esta asociada con cancer cervicouterino; infecciones por el virus
de Epstein-Barr esta relacionado con la presencia de linfoma de Burkit y carcinoma
nasofaringeo (Coussens and Werb, 2002; Shacter and Wetzman, 2002; Hussain et al., 2003;
Fox and Wang, 2007).



Una de las evidencias mas convincentes de la relacion entre la inflamacion y el cancer se ha
visto que el uso de agentes anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) estd asociado con la
proteccion contra diversos tumores (Colotta et al., 2009). Estudios sobre el riesgo de cancer
entre pacientes que tienen tratamiento a largo plazo con aspirina y AINEs, indican que el
uso de estos farmacos reduce el riesgo de cancer de colon de un 40% a un 50% Yy pueden
ser usados como una terapia preventiva para cancer de pulmoén, eso6fago y estomago. La
habilidad de los AINEs para inhibir la ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-2) subyace al
mecanismo de quimioprevencion. La ciclooxigenasa 2 por ejemplo, convierte el acido
araquiddnico en prostaglandinas, las cuales a su vez inducen reacciones inflamatorias en
tejidos dafiados. La aspirina por su parte, no es selectiva sobre la inhibicién de la funcién
plaquetaria, no obstante la inactivacion de las plaquetas evita que estas sinteticen
prostaglandinas, endoperoxidasas y tromboxano A2. (Baron and Sandler, 2000; Garcia-

Rodriguez y Huerta-Alvarez, 2001).

En afios recientes, varias lineas de evidencia que van desde estudios epidemioldgicos en
humanos, hasta estudios moleculares en ratones genéticamente modificados, han llevado a
la aceptacion de que la inflamacion juega un papel importante en el proceso de la
tumorigénesis (Mantovani et al., 2008). Se ha hecho evidente que la conexion que existe
entre la inflamacion y el cancer no estas restringida a incrementar el riesgo en un grupo
selecto de tumores, sino que, la presencia que un microambiente inflamatorio es un
componente esencial de la mayoria de los tejidos neoplasicos, incluyendo aquellos donde
una relacion causal directa con la inflamacién no esta comprobada (Colotta et al., 2009;
Mantovani et al., 2008).

El microambiente inflamatorio que rodea a los tumores ademas de estar compuesto por
células cancerosas y células del estroma circundante (fibroblastos, células endoteliales,
pericitos y células mesenquimales) presenta células de la inmunidad innata (macrofagos,
neutrofilos, mastocitos, células supresoras de origen mieloide, células dendriticas y células

NK) y células de la inmunidad adaptativa (linfocitos T y B) (de Visser et al., 2006).

En el microambiente tumoral existe un balance entre la inmunidad antitumoral y la
actividad proinflamatoria originada por la presencia del tumor (Ben-Baruch, 2006), estas

actividades dependen de diferentes mediadores de la inflamacion, principalmente



quimiocinas, citocinas y prostaglandinas, los cuales son liberados por células inflamatorias
del hospedero, células cancerosas y otros tipos celulares asociados al tumor (Kim et al.,
2006). Por lo tanto, la expresion de varios mediadores y moduladores de la respuesta
inmune, asi como la abundancia y el estado de activacion de los distintos tipos celulares
que se encuentran en el microambiente tumoral, indican hacia qué direccion ira el balance
de la respuesta inflamatoria; si el resultado serd una inflamacion promovida por el tumor o
una fuerte inmunidad antitumoral (Lin and Karin, 2007). Generalmente en tumores ya
establecidos el balance se inclina fuertemente hacia la inflamacion pro-tumoral y el
resultado de un microambiente inflamatorio persistente es una progresion del tumor
acelerada, invasion de tejidos vecinos, angiogénesis y metéstasis (Coussens and Werb,
2002); Dobrovolskaia and Kozlov, 2005; Karin and Greten, 2005; Karin, 2006).

En algunos tipos de cancer las condiciones inflamatorias se manifiestan antes de que un
cambio maligno ocurra, por otro lado, en otros tipos de cancer un cambio oncogénico
induce un microambiente inflamatorio que promueve el desarrollo de tumores (Mantovani
et al., 2008). Estos hallazgos marcan la pauta para establecer una relacién entre el cancer y
la inflamacion de dos maneras distintas: la primera hace evidente que la aparicion de cancer
se da como una consecuencia de la presencia de condiciones inflamatorias o infecciosas; un
ejemplo de esto es que hoy en dia diversas lesiones inflamatorias especificas de tejido se
encuentran identificadas como precursores neoplasicos, por ejemplo: la aparicion de
gastritis que puede producir cancer gastrico, enfermedad inflamatoria intestinal que
ocasiona cancer de colon y pancreatitis que genera cancer pancreatico (Coussens and Werb,
2002; Allavena et al., 2008)

La segunda manera en que el cancer se vincula con la inflamacién es que en ciertas células
ocurren eventos genéticos como la activacion de oncogenes, rearreglos cromosomales, y la
inactivacion de genes supresores de tumor, lo cual transforma a las células para que
adquieran la capacidad de producir mediadores de la inflamacion y por lo tanto generar un
microambiente inflamatorio en los tumores. Un estudio que demuestra este comportamiento

involucra a la funcién de proteinas cinasas.



Se ha observado que para el desarrollo de dicho cancer en la tiroides es necesario que se
presente un rearreglo en el cromosoma donde se encuentra localizado el gen que codifica

para la proteina cinasa RET.

Estudios en tirocitos han comprobado que la activacion de RET induce un programa
transcripcional que es similar a lo que ocurre durante la inflamacion, el ARN generado en
estas células codifica para varios factores: factores estimuladores de colonias (CSFs) que
promueven la sobrevivencia de los leucocitos y su reclutamiento de la sangre a los tejidos;
interleucina 1f, ciclooxigenasa 2 (COX2), quimiocinas como la IL-8, que promueven
angiogeénesis, el receptor de quimiocinas CXCR4, enzimas degradadoras de matriz
extracelular y la L-selectina. Dichas moléculas inflamatorias fueron encontradas en
biopsias de tumores de pacientes con metastasis (Borrello et al., 2005; De Falco et al.,
2007). Estos resultados muestran que un evento genético temprano, que es necesario para la

generacion de un tumor, promueve el desarrollo de un microambiente inflamatorio.

Los mediadores y células efectoras de la inflamacion son componentes importantes del
ambiente local de los tumores ya que ayudan en la proliferacion y sobrevivencia de las
células malignas, promueven la angiogénesis y metastasis, evaden la respuesta inmune
adaptativa y alteran las respuestas a hormonas y a agentes quimioterapetticos (Mantovani
et al., 2008).

Inflamacion y cancer de mama

Con base en diversos estudios se sabe que la formacion de tumores en el cancer de mama se
debe no sélo a la presencia de cambios oncogénicos en las células epiteliales sino a las
interacciones entre las células tumorales y su microambiente. Estd comprobado que tanto
mediadores como células efectoras del proceso inflamatorio son importantes constituyentes
del microambiente tumoral, y la presencia de un microambiente inflamatorio esta
considerada como uno de los principales factores involucrados en la progresion maligna del
cancer de mama (Balkwill and Mantovani, 2001; Coussens and Werb, 2002; Ben-Baruch,
2003; Allavena et al., 2008). Como se menciond anteriormente, el microambiente tumoral,
en el cancer de mama y otros de estirpe epitelial, es un tejido complejo que comprende
diferentes tipos celulares los cuales incluyen a las celulas tumorales, fibroblastos, células

endoteliales, y leucocitos infiltrantes, también se encuentran presentes citocinas,



quimiocinas, factores de crecimiento y proteasas, que son moléculas claves que controlan la
comunicacion autocrina y paracrina entre las células ya mencionadas (Valdivia-Silva et al.,
2008). Particularmente, citocinas pro-inflamatorias tales como el TNF-o e IL-6 se han

encontrado en el microambiente tumoral del cancer de mama.
Interleucina 6 (IL-6)

Es una citocina multifuncional que esta involucrada tanto en la respuesta inmune innata
como en la adaptativa, entre sus funciones se encuentra la activacion de linfocitos B, el
inicio de la respuesta inflamatoria aguda y la trombopoyesis (Sfanos 2012). La IL-6 es
producida por mdaltiples tipos celulares entre los que se encuentran macrofagos, células
endoteliales y linfocitos T. Esta citocina ademas tiene la capacidad de influenciar procesos
malignos como la apoptosis y la angiogénesis puede también regular el crecimiento celular,
aumentar la proliferacion y actuar como una sefial de supervivencia para muchos tipos de

celulas malignas (De Marzo, 1999; Haverkamp, 2008).

La IL-6 desempefia sus funciones mediante la interaccion con su receptor, la subunidad alfa
del receptor a IL-6, también conocida como IL-6Ra o CD126 es la proteina de union al
ligando y pertenece a la familia de receptores de citocinas tipo I, el cDNA de la subunidad
IL-6Ra codifica para una proteina de 80 kDa la cual existe en forma transmembranal y
soluble. La proteina consiste en un dominio tipo inmunoglobulina localizado cerca de su
sitio N-terminal, asi como varios dominios tipo fibronectina 11l que comprenden el sitio de
unién a la citocina. La cola citoplasmatica C-terminal de la forma transmembranal es corta
y no posee componentes de sefializacion. Luego de la activacion de las células mediante IL-
6, el receptor a IL-6 co-precipita un segundo componente, una glicoproteina de 130kDa
denominada gp130 (Rose-John S. 2001; Taga et al., 1989). La union de IL-6 a IL-6Ra
provoca la dimerizacion de gp130, dando inicio a una serie de eventos asociados con la

activacion de la via de sefializacion de 1L-6.

La transduccion de la sefial de IL-6 involucra la activacion de varios miembros de la
familia de tirosinas cinasas JAK. Una vez que IL-6 se une a su receptor, JAK1 se vuelve
enzimaticamente activo llevando a la fosforilacion de tirosinas conservadas en la cola

citoplasmatica de gp130 lo cual resulta en la asociacion de los transductores de sefiales y



activadores de la transcripcion (STAT) a través de interacciones entre el dominio de
homologia 2 scr de los STATs y las tirosinas fosforiladas de la subunidad gpl130
produciendo la fosforilacion de STATS3, el cual se dimeriza y es translocado hacia el ndcleo
de la célula donde puede iniciar cambios en la transcripcion de genes reguladores de la
apoptosis como BcL-X, MCL-1, XIAP, c-myc y Fas (Lutticken et al., 1994; Heinrich et
al., 1998; Calo et al., 2003; Darnell, 1997).

Se ha visto que la IL-6 desempefia un papel importante en el comportamiento de las células
tumorales, tanto en su proliferacion, migracion e invasion celular. Por ejemplo, IL-6
estimula el crecimiento tumoral inhibiendo la apoptosis e induciendo la angiogénesis en
células de cancer colon-rectal. Esta citocina también se hace presente en tumores solidos,
donde potencia la migracion de células endoteliales, factor importante para la angiogénesis

y diseminacidon del tumor.

Numerosos estudios han ligado a la IL-6 con el cancer de mama en pacientes humanos. La
interleucina 6 como proteina secretada puedes ser detectada en el suero sanguineo; niveles
incrementados de IL-6 se han encontrado en el suero de pacientes con cancer de mama en
comparacion con pacientes sanos control (Knupfer et al., 2007). Ademas se ha demostrado
que niveles incrementados séricos de IL-6 estan correlacionados con un mal pronostico en
grupos de pacientes con cancer de mama metastasico, aunado a esto, los pacientes con
mayores niveles de IL-6 fueron menos responsivos a tratamientos quimioendocrinos que

aquellos con niveles bajos de esta citocina (Zhang et al., 1999).

Se piensa que la IL-6 circulante en pacientes con cancer de mama pueden derivarse de
maltiples tipos celulares, incluyendo células inmunes, células estromales y las mismas
células tumorales (Knupfer et al., 2007). Por lo tanto, basandose en la relacion cada vez
mas evidente entre la expresion de IL-6 y el cancer de mama se han usado cultivos de
distintas lineas celulares para esclarecer los mecanismos especificos mediante los cuales

esta citocina actua activando vias de sefializacion para promover el cancer de mama.

Estudios recientes usando lineas celulares de cancer de mama han demostrado que lineas
que no poseen el receptor a estrégenos (ER-), tales como las MDA-MB-231 y MDA-MB-

468 secretan de forma significativa altos niveles de IL-6, en comparacion con lineas que si



expresan el receptor a estrogenos (ER+) tales como MCF-7, T47D, BT474 Y ZR-75-1
(Sasser et al., 2007). De forma especifica, estudios en la linea MCF-7, cual es positiva para
receptores a estrogenos (ER+), han mostrado que la sobreexpresion de I1L-6 en estas células
incrementa su capacidad invasiva a través de la membrana basal in vitro (Sullivan et al.,
2007)

Los efectos de la IL-6 sobre las células de cancer de mama han producido resultados
contradictorios. Se ha visto que IL-6 puede tanto promover como inhibir la proliferacion
celular dependiendo del tipo celular del que se trate, no obstante se ha encontrado de forma
consistente que IL-6 promueve la movilidad celular de las células de cancer de mama
(Arihiro et al., 2000).

Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-0) es una citocina proinflamoria que en un
principio fue identificada funcionalmente como un componente sérico producido en
respuesta a una endotoxina y que inducia necrosis hemorragica en tumores transplantados
en ratones (Carswell et al., 1975; Helson et al., 1975; O’Malley et al., 1963).

El TNF-a es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda y juega un importante
papel en distintos eventos celulares, tales como choque séptico, induccién de otras
citocinas, proliferaciéon celular, diferenciacion, necrosis y apoptosis (Rothe et al., 1992;

Tracey and Cerami, 1993)

El TNF-a es producido por macrofagos, células T, células B y células NK, esta citocina se
sintetiza en forma de proteina de membrana no glucosilada de tipo Il, con un extremo
amino terminal intracelular y un gran extremo carboxilo terminal extracelular. La forma
membranal del TNF- o es cortado por una metaloproteinasa asociada a la membrana
plasmatica, liberando un polipéptido de 17 kD, tres de estas cadenas se polimerizan para
formar la proteina del TNF- a circulante de 51 kD (Aggarwal, 2003; Black et al., 1997)

El factor de necrosis tumoral alfa media sus efectos a través de la interaccion con dos tipos
de receptores, TNFR1 y TNFR2. TNFR1 se encuentra expresado en la mayoria de los tipos

celulares y en células transformadas, mientras que TNFR2 poseen un patrén de expresion



mas limitado siendo principalmente células inmunes y celulas endoteliales las que lo
expresan (Aggarwal, 2003). TNFRI esta compuesto por 426 aminoacidos y tiene una masa
molecular de 55-60 kDa y es el que participa predominantemente en los efectos de la
sefializacion por TNF-a. El TNFR2 esta compuesto por 439 aminoacidos Y tiene un peso
molecular de aproximadamente 80 kDa En ambos receptores los dominios extracelulares se
encuentran altamente conservados mientras que sus dominios intracelulares son muy
distintos (Aggarwal et al., 2002).

Una de las caracteristicas importantes que diferencia al TNFR1 del TNFR2 es que el
primero contiene un dominio de interaccion proteina-proteina denominado “dominio de
muerte” o “death domain” (DD) el cual esta formado por 80 aminoacidos ¢ interactua con
otras proteinas que presentan este mismo dominio, el prop6sito de dominio de muerte es
mediar la apoptosis inducida por ligando (Itoh et al., 1991; Itoh and Nagata, 1993;
Tartaglia, 1993).

Una vez que el TNF-a se une a su receptor TNFR1 en la superficie celular, se desencadena
la trimerizacién del receptor lo que provoca un cambio conformacional de receptor para la
liberacion de una proteina inhibidora del dominio de muerte conocida como SODD, dicha
disociacion permite la union de una proteina adaptadora denominada TRADD (TNFR-
Associated Death Domain), la cual sirve como plataforma para la unién de mas proteinas
(Chen and Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003). Una vez que se ha unido TRADD, se
pueden activar tres vias diferentes: la activacion del factor de transcripcion NF-xB (Nuclear
Factor-Kappa B), la activacion de las vias de las MAP quinasas (MAPK) y la activacion de

vias inductoras de la apoptosis.

En el caso de la activacion de NF-kB, TRADD recluta a TRAF-2 (TNF receptor associated
factor 2) y RIP (receptor interacting protein), TRAF-2 por su parte recluta al complejo
enzimatico IKK (IkB kinase) permitiendo que RIP mediante su actividad de serina-
treonina quinasa active a este complejo. Generalmente NF-kB se encuentra inhibido
mediante la unién con la proteina IxBa, esta proteina al ser fosforilada por el complejo
IKK activado es marcada para su degradacion por ubiquitinizacion, debido a esto NF-xB se

encuentra libre para ser translocado al nucleo donde media la transcripcion de proteinas



relacionados con la supervivencia celular, proliferacion, respuesta inflamatoria y factores
anti-apoptoticos (Mukhopadhayay et al., 2001; Yeh et al., 1997).

TNF-a tiene la capacidad de inducir fuertemente la activacion del grupo de MAP quinasas
JNK (Jun NH2-terminal kinase), asi como de la p38-MAPK y en parte de las ERKSs. En
estas vias, TRAF2 activa quinasas inductoras de JNK tales como MLK2/MLK3, TAK1,
MEKK1 y ASK1. MEKK1 puede fosforilar a MKK?7, la cual a su vez activa a INK. JNK se
transloca la ndcleo y activa distintos factores de transcripcién tales como c-Jun y ATF2.
Estas vias estan involucradas en fendbmenos como la diferenciacion y proliferacion celular
(Kant et al., 2011).

Ademas de activar vias transcripcionales, TNF-a, a través de su receptor TNFR1 puede
encender vias apoptoticas, en este caso TRADD es reclutado seguido de FADD (Fas-
associated death domain) y este complejo es responsable de la oligomerizacién y activacion
de la caspasa 8, posteriormente se inicia una cascada de activacion de otras caspasas
(caspasa 3, 6 y 7) induciendo finalmente el proceso de apoptosis (Goldberg and
Schwertfeger, 2010).

Es necesario mencionar que existe un complejo balance entre las vias de sefializacion
desencadenadas por TNF-a. En la mayoria de los casos el receptor TNFR1 activa la vias
transcripcional de NF-kB y esta misma inhibe la activacion de la via apoptotica, ademas se
da el reclutamiento del inhibidor celular de la apoptosis IAP-1 (Inhibitor of Apoptosis
Protein 1) (Varfolomeev et al., 2008). La supresion de la actividad de NF-xB ha
demostrado que hace a las células mas sensibles a la apoptosis inducida por TNF-a, no
obstante esto no lleva a las células a experimentar por completo la citotoxicidad inducida
por esta citocina, por lo tanto esto indica que NF-kB no es el Unico factor que inhibe la via
apoptotica (Natoli et al., 1998).

El factor de necrosis tumoral alfa es uno de los principales mediadores de la inflamacion,
sus acciones van dirigidas hacia tanto la destruccién como la recuperacién de los tejidos. El
papel critico de TNF-a en enfermedades inflamatorias cronicas esta bien establecido y sus
efectos promotores de tumor se han demostrado ampliamente. Mientras que puede inducir

la muerte de células enfermas en el sito de inflamacion, TNF-a puede estimular el



crecimiento de fibroblastos; puede destruir vasos sanguineos pero también induce factores
angiogenicos. Del mismo modo, en enfermedades malignas una alta dosis local de TNF-a
puede destruir de forma selectiva vasos sanguineos presentes en el tumor, no obstante,
cuando esta citocina es producida de forma crénica, puede actuar como un promotor de
tumor enddgeno, contribuyendo al remodelamiento de tejido y al desarrollo de
componentes estromales necesarios para el crecimiento y propagacion del tumor (Balwill
and Mantovani, 2001). El TNF-a producido por células tumorales e inflamatorias puede
promover en el microambiente tumoral la supervivencia de las células tumorales mediante
la induccion de genes que codifican moléculas antiapoptoticas inducidos por NF-xB (Luo
et al., 2004).

Existe un gran nimero de hallazgos que demuestran la inminente participacion de TNF-a
en el desarrollo y la progresion del cancer. En un modelo experimental de metastasis hacia
pulmon debido a adenocarcinoma de colon, la administracion de LPS en ratones potencio el
desarrollo de lesiones metastasicas, este incremento fue dependiente de la produccion de
TNF-a por parte de las célula hematopoyéticas del hospedero, ademas de esto TNF-a
provoco la activacion de NF-kB en las células tumorales incrementando su proliferacion y

supervivencia (Luo et al., 2004).

Orosz y colaboradores mostraron la potenciacion de la metastasis de pulmén en un modelo
experimental de fibrosarcoma, luego de que los animales fueron pre-tratados con TNF-o y
que la metastasis hacia pulmén podia verse reducida debido a la participacion de un
anticuerpo anti-TNF-a, el cual neutraliz6 de forma importante los altos niveles de TNF-a
enddgeno (Orosz et al., 1993). Malik y colaboradores describieron la presencia de una
sobreexpresion de TNF-a desencadenando la presencia de propiedades invasivas en

tumores de xenoinjertos (Malik et al., 1990).

Estudios iniciales del TNF-o en muestras de cancer de mama humanas demostraron un
incremento en la expresion de TNF-o en carcinomas de mama invasivos en comparacion
con tejido mamario benigno (Miles et al., 1994)). El TNF-a es producido por numerosos
tipos celulares, tales como células inmunes, fibroblastos y células tumorales, es importante
mencionar que no se sabe si al ser secretado por distintos tipos celulares, el efecto del TNF-

a es diferente durante la progresion del cancer de mama. Estudios adicionales han



demostrado un incremento en los niveles circulantes de TNF-a estan correlacionados con
un incremento en la metéstasis hacia nddulos linfaticos y el estado del tumor (Sheen et al.,
1997).

Se han llevado a cabo diversos estudios para examinar los efectos del TNF-o exdgeno en
células de cancer de mama incluyendo células ER+ como MCF-7 y T47D vy ceélulas ER-
como las MDA-MB-231. Los primero estudios que se llevaron a acabo sobre el efecto del
TNF-a en las células de cancer de mama estuvieron enfocados en la promocion de
apoptosis por parte de esta citocina, posteriormente se volvid claro que TNF-a tiene efectos

promotores de tumor en células cancerosas (Szlosarek et al., 2006).

Como se menciond con anterioridad, le principal causa de muerte por cancer de mama es el
desarrollo de metastasis; las células tumorales llevan a cabo este proceso debido al
desarrollo de capacidades como la migracion celular. Es sabido que la movilidad celular es
un proceso complejo que requiere de la participacion de diferentes tipos de proteinas de
membrana, entre ellas se han reportado canales dependientes de voltaje, tales como el canal

de sodio, e intercambiadores de iones como el intercambiador de sodio y protones NHE-1.
Canales de Sodio

En los mamiferos, los canales de sodio dependientes de voltaje son complejos proteicos que
estan formados por una subunidad a formadora del poro y por una o mas subunidades 3
(Catterall, 1992). La subunidad alfa del canal tiene una masa molecular de
aproximadamente 260 kDa y se encuentra asociada con al menos dos subunidades 3
(Catterall, 2000). Los canales de sodio en el sistema nervioso central adulto contienen a la
subunidad B, y a la subunidad B1 o B3, en las células de mdsculo esquelético solamente se
encuentra presente la subunidad B1. La subunidad o formadora del poro es suficiente para la
expresion funcional del canal, en cuanto a las subunidades B estas son las responsables de
modular la funcién del canal, ademas pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas que

participan como moléculas de adhesion celular (Isom and Catterall, 1996; Isom, 2001).

La subunidad o de los canales de sodio pertenece a una familia formada por nueve

miembros Na,1.1-Na,1.9 que esta codificada por los genes SCN1A-SCN11A (Catterall,



2008). Existen también cuatro subunidades B, B1-p4, codificadas por los genes SCN1B-
SCN4B (Catterall, 1992).

La funcidn clésica de estos canales es la de participar en la generacion del potencial de
accion y en el proceso de conduccién de las células excitables (Hille, 1992), sin embargo,
también se encuentran expresados en células no excitables, tales como fibroblastos, células

de la glia, células inmunes y células cancerigenas metastasicas (Brackenbury et al., 2008).

En los ultimos afios ha habido un gran nimero de publicaciones sobre estudios donde se
documenta la expresion de los canales de sodio dependientes de voltaje (conocidos por sus
siglas en inglés como VGSCs, Voltage-gated sodium channels) a lo largo de un amplio
namero de tipos de cancer y se demuestra su papel en la regulacion de procesos celulares
tales como la migracion, invasion y metastasis; estas evidencias han dado la pauta para que
los canales de sodio dependientes de voltaje sean un blanco potencial en el desarrollo de
terapias que puedan mejorar la calidad y el prondstico de vida de los pacientes que padecen

enfermedad metastasica a causa del cancer.

Estudios recientes han reportado una predominante expresion de canales de sodio
dependientes de voltaje en carcinomas de origen epitelial. Las distintas isoformas de la
subunidad o han sido identificadas en células procedentes de los siguientes carcinomas:
cancer de mama (Roger et al., 2003; Fraser et al., 2005), cancer cervical (Diaz et al., 2008;
Hernandez-Plata et al., 2012), cancer de colon (House et al., 2010), melanoma (Carrithers
et al., 2009; Allen et al., 1997), neuroblastoma (Ou et al., 2005), cancer de ovario (Gao et
al., 2010) y cancer de proéstata (Diss et al., 2001; Grimes et al., 1995). La expresion de los
canales de sodio no so6lo se ha visto manifestada en lineas celulares sino también se ha
observado dicha expresién in vivo en diversas muestras de biopsias (Fraser et al., 2005;
House et al., 2010).

Se ha observado que en las células cancerigenas aparece un patron variable de la expresion
de las subunidades alfa del canal de sodio. En diversos tipos de cancer existe una maltiple
expresion de subunidades a, no obstante, en cada uno de ellos se presenta una subunidad de
forma dominante, por ejemplo en las células de linfoma y de cancer de mama la isoforma

que mas se expresa es la Nav 1.5 (Fraser et al., 2004, Fraser et al., 2005), mientras que en



células de cancer de prostata es la Nav 1.7 (Diss et al., 2001). Ademas en distintos tipos de
cancer el mRNA de la subunidad a y la expresion de su proteina se correlacionan con el
potencial metastésico de la célula. Por ejemplo en el cancer de mama la variante neonatal
del gen de la subunidad o, SCN5A, se encuentra expresado unas 1800 veces mas en la linea
celular MDA-MB-231 altamente metastasica en comparacion con la linea MCF-7
débilmente metastésica, es importante mencionar que la presencia de splicing alternativo en
el ARNm de las subunidades alfa confiere variabilidad adicional entre las mismas
isoformas, es por ello que en células de cancer de mama la subunidad Nav 1.5 que se
expresa es la variante neonatal, en la cual se muestra una sustitucion de 7 aminoacidos en

los segmentos S3 y S4 del primer dominio de la proteina (Roger et al., 2004).

Mediante estudios electrofisioldgicos se investigd la actividad de los canales de sodio
dependientes de voltaje en distintas lineas celulares de cancer de mama, asi como en una
linea celular epitelial de mama normal. Las células MDA-MB-231 que se caracterizan por
ser altamente metastasicas presentaron una corriente entrante de sodio activada por
despolarizacion de la membrana; por otro lado, la linea celular epitelial de mama normal
MCF-10A y las débilmente metastasicas MCF-7 y MDA-MB- 468 no mostraron corriente
de sodio (Fraser et al., 2005).

Para evaluar el papel del canal de sodio dependiente de voltaje en la linea celular de cancer
de mama MDA-MB-231, se utilizé TTX (tetrodotoxina), un blogueador especifico de estos
canales. Se observd que la supresion farmacoldgica de la corriente de sodio en esta linea
celular inhibe procesos celulares asociados con el proceso metastésico, los cuales incluyen
migracion, galvanotaxis e invasion (Roger et al., 2003; Fraser et al., 2005). Toda esta
informacidn junto con el hecho de que la baja sensibilidad del canal de sodio sugiere que la
principal isoforma expresada en las células MDA-MB-231 es la Nav 1.5 (Fraser et al.,
2005), indican que el canal de sodio dependiente de voltaje, especificamente la subunidad o
Nav 1.5 podria estar participando de manera importante en el comportamiento maligno de
la células de cancer de mama. Aunque actualmente se desconoce el mecanismo mediante el
cual la regulacion de esta subunidad se encuentra incrementada, existen algunos estudios
donde la actividad de la subunidad Nav 1.5 es indispensable puesto que Nav 1.5 regula la
actividad quinasa Scr, la fosforilacion de la proteina cortactina y la polimerizacion de los



filamentos de actina; también se ha demostrado que incrementa la actividad del
intercambiador de sodio y protones NHE-1 aumentando la salida de protones y la actividad
proteolitica de catepsinas de cisteina B y S liberadas extracelularmente (Gillet et al., 2009;
Brisson et al., 2011)

Intercambiadores

Los intercambiadores de sodio y protones constituyen una familia de proteinas
transportadoras de membrana de tipo antiporte que se encuentran en la mayoria de los
organismos. En el ser humano su funcion principal es la expulsion de protones del espacio
intracelular a cambio de la entrada de iones sodio (Tse et al., 1993). A nivel fisiol6gico los
intercambiadores regulan el pH, mantienen el volumen celular y participan en el

crecimiento y diferenciacion de la célula (Grinstein et al., 1989).

Hasta la fecha nueve isoformas (NHE1-NHE9) del intercambiador de sodio y protones se
han identificado en los mamiferos (Orlowski, 2004; Nakamura et al., 2005). Dichas
isoformas comparten una identidad de aproximadamente 25-70% y tienen masa molecular
calculada de 74 000 a 93 000 Da (Orlowski, 2004; Khadilkar et al., 2001) El
intercambiador NHE1 es la isoforma mejor caracterizada, tiene 815 aminoacidos de
longitud, su dominio membranal es de 1-500 aminoacidos, cuenta con una cola
citoplasmatica de 501-815 residuos de aminoécidos. Su dominio transmembranal es
necesario para el transporte de iones, mientras que su dominio citoplasmético se encuentra
involucrado en la regulacién de la actividad del intercambiador (Wakabayashi et al., 1992).
El intercambiador NHE1 cuya funcion basica es la regulacion del volumen y del pH
celular trae como resultado la intervencion de dicha proteina en funciones como el
crecimiento, la proliferacion y la migracion celular, asi como también en el proceso de
apoptosis (Kemp et al., 2008). EI NHE1 también funciona como apoyo estructural
participando asi en la organizacion del citoesqueleto. Su localizacién se encuentra
restringida a ciertos dominios membranales y se presenta en diversos tipos celulares, por

ejemplo en los lamelipodios de los fibroblastos.

A NHE1 se le ha visto involucrado en la fisiologia de diferentes enfermedades siendo las
principales afecciones cardiacas y cancer. Se ha sabido dese hace mucho tiempo que el



NHE es importante para el crecimiento de tumores, ya que, se ha visto que las células
tumorales con una deficiencia en la actividad de intercambio de Na*/H" provoca fallas
durante el crecimiento de la masa tumoral o retardos severos en su crecimiento cuando
estos son implantados en ratones con un sistema inmune deprimido (Rotine et al., 1989).
Diferentes estudios han hecho evidente el hecho de que el NHEL provoca una inversion de
la diferencia de pH entre el espacio intra y extracelular de modo que el ambiente
intracelular es alcalino y el extracelular es &cido (Cardone et al., 2005). La presencia de esta
“acidosis maligna” se considera como un aspecto clave en la transformacion oncogénica de
la célula y necesaria para el desarrollo y el mantenimiento del fenotipo transformado (Rich
et al., 2000; Reshkin et al., 2000; Harguindey et al., 2005). Mientras este intercambiador
funciona normalmente regulando el pH en células normales, en las células cancerosas el
microambiente de éstas activa de modo aberrante a la proteina del NHE. Un ejemplo claro
sucede en células de cancer de mama, donde la induccién de un microambiente tumoral
genera la activacion anormal de NHE, lo cual a su vez dio como resultado in incremento en
la movilidad e invasion de las células, estas son caracteristicas que se requieren para que

ocurra el proceso de metéastasis (Cardone et al., 2005)



JUSTIFICACION

Esta comprobado gue tanto mediadores como células efectoras del proceso inflamatorio son
elementos constituyentes del microambiente tumoral, particularmente TNF-o e IL-6 se han
detectado en el microambiente tumoral del cdncer de mama. Es un hecho que tanto I1L-6
como el TNF-a estimulan la capacidad proliferativa y migratoria de las células tumorales,
desconociéndose el mecanismo molecular involucrado. De ahi el interés principal del
presente proyecto que es evaluar si la presencia de IL-6 y TNF-a estimulan la capacidad
proliferativa y migratoria de la linea celular triple negativa MDA-MB-231, y definir la via

de sefializacién involucrada.

Con respecto a la capacidad migratoria, investigaremos la expresion funcional de canales
de sodio dependientes de voltaje, asi como del intercambiador Na‘/H*, proteinas de

membrana asociadas a la movilidad celular tanto en células normales como tumorales.

HIPOTESIS

La presencia de TNF-a ¢ IL-6 estimulan la capacidad proliferativa y migratoria de las
células tumorales MDA-MB-231, mediante un incremento en los niveles de expresion de la

subunidad o del canal de sodio y del intercambiador NHE1.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la presencia de TNF-o e IL-6 estimulan la capacidad proliferativa y
migratoria de las células tumorales MDA-MB-231, mediante un incremento en los niveles

de expresion de la subunidad a del canal de sodio y del intercambiador NHE1.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Investigar si la presencia de TNF-a e IL-6 influye sobre la capacidad migratoria de
las celulas MDA-MB-231.

2. Determinar si la presencia de TNF-a e IL-6 modifica la capacidad proliferativa de
las celulas MDA-MB-231.

3. Detectar la expresion del ARNm que codifica para el receptor a TNF-a e IL-6 en las
células MDA-MB-231.



Determinar si el efecto de TNF-o e IL-6 sobre la capacidad proliferativa y
migratoria en células MDA-MB-231 depende tanto de la concentracion como de la
duracion del tratamiento.

Evaluar los niveles de expresion del ARNm y de la proteina de la subunidad de o
del canal de sodio asi como del intercambiador NHE-1 en presencia de IL-6 y TNF-
Q.

. Analizar si el incremento en la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231,
inducido por TNF-a e IL-6, es mediado por la actividad de canales de sodio y del
intercambiador NHE-1.

Determinar la participacion de NF- kB en la via de sefializacion activada por TNF-a
e IL-6.



METODOLOGIA

1. Cultivo de la linea tumoral MDA-MB-231
Las celulas MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama proveniente de
adenocarcinoma de mama grado I11. Las células crecen en modalidad de monocapa y fueron
sembradas en matraces de cultivo de poliestireno de 25 cm? de superficie, con medio de
cultivo Advanced-DMEM suplementado con 3% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-
glutamina y 1% de una mezcla de antibidtico-antimicético, se mantuvieron dentro de una
incubadora a 37°C en una atmésfera hiimeda de 5% de CO, y 95% de aire. EI medio de
cultivo se renovd cada 48 horas y cada 7 dias se sometieron las células a un proceso de
tripsinizacion, el cual consiste en los siguientes pasos: a) retirar el medio de cultivo y lavar
dos veces con 5 ml de PBS estéril (buffer que contiene NaCl, KCI, KH,PO, y Na;HPO,), b)
adicionar 2 ml de una solucidn de tripsina al 0.25% disuelta en 453 mM de EDTA, con el fin
de despegar las células del piso del matraz; c) adicionar al matraz 4 ml de medio de cultivo,
y con ayuda de una pipeta serologica despegarlas mecanicamente; d) la suspension celular
fue transferida a un tubo conico y centrifugada a 1500 rpm por cinco minutos; €) se elimind
el sobrenadante y la pastilla celular fue resuspendida en medio de cultivo fresco, a partir de
la cual se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre y sembrar las células para los

experimentos planeados en el proyecto.

2. Ensayo de herida para evaluar la capacidad migratoria
Para analizar el efecto de IL-6 y TNF-a sobre la migracion celular, se realiza un ensayo de
cierre de herida, el cual se lleva a cabo sobre una monocopa de células MDA-MB-231 que
se encuentran sembradas en placas de 12 pozos, de 3.8 cm? de area. Las células se siembran
y al alcanzar un 70% de confluencia son sometidas a un pre-tratamiento con IL-6 0 TNF-a
durante 24 horas y 48 horas, cumplidos los tiempos correspondientes, se cambia el medio a
las células y se realiza una “herida” con la punta de una micropipeta estéril sobre la
monocapa, las células se vuelven a tratar con IL-6 0 TNF-a por aproximadamente 12 horas
y posteriormente se les cambia el medio y se procede a la fijacion y tincion de las celulas.
Se realiza un lavado con 1 ml de PBS por pozo, posteriormente se adiciona un 1 ml de

metanol/acetona y se incuba por 20 minutos a 4°C, después del tiempo de incubacion se



retira el metanol/acetona y se agrega violeta de cresilo (1 ml por pozo), se incuba por 20
minutos a temperatura ambiente y finalmente se realizan lavados con agua tridestilada y se
deja reposar en 4 ml de agua a 4°C. A lo largo de la herida se toman microfotografias de 3
campos aleatorios con el objetivo 4x en un microscopio de campo claro y una camara
modelo ¢10 plus Jenoptick, empleando el programa pro 2.1, las imagenes son

posteriormente analizadas con el programa Image J.

3. Conteo celular para la evaluacion de la proliferacion celular
Con el propésito de evaluar la capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231 se
realizd el conteo de células mediante el uso de un contador automatico celular Scepter®
una vez que las células cumplen sus tiempos de tratamiento con IL-6 0 TNF-a, se retira el
medio de cultivo y se lavan las células con 1 ml de PBS, posteriormente se adicionan 500
pl de tripsina a cada pozo y se incuban a temperatura ambiente por 5 minutos en constante
agitacion, después de este tiempo se agregan 700 pl de PBS y la suspension celular

resultante se transfiere a un tubo eppendorf en donde se realiza el conteo.

4. Extraccion de RNA
Las células MDA-MB 231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que alcanzaron

una confluencia del 80%, se recambié el medio de cultivo.

Cumplido el tiempo de tratamiento se procedié a realizar la extraccién de ARN por medio
de un kit comercial, Quick- RNA® MiniPrep (Zymo Research). Se retira el medio de
cultivo de las placas y se lavan dos veces con buffer salino de fosfatos (PBS), se agregan
600 pl de buffer de lisis en cada pozo, después de 5 minutos de reposo, se resuspende con
ayuda de una micropipeta, transfiriendo el homogenado celular a una columna, la cual es
colocada sobre un tubo de recoleccion, la muestra es centrifugada a 12,000 g por 3 min, se
retira el liquido del tubo recolector y se adiciona a cada columna 400 ul de buffer de pre-
lavado, se repite el paso de centrifugado, se retira el liquido del tubo colector y se realizan
dos lavados con 400 pl del buffer de lavado. Despues del segundo lavado, se transfiere la
columna a un tubo tipo eppendorf estéril de 1.5 ml y se agrega a la columna 50 pl de agua
libre de RNAsa para eluir el ARN contenido en el filtro de la columna, se deja reposar
durante 2 minutos y se centrifuga a 12,000 g por 3 min. Se retira la columna y se conserva

el liquido contenido en cada uno de los tubos eppendorf, el cual contiene el ARN extraido,



se colocan los tubos tipo eppendorf en un bafio maria a 60°C durante 5 minutos y
posteriormente se colocan en hielo. Una vez concluida la extraccion, se procedio a realizar

por espectrofotometria la determinacion de la cantidad y calidad del ARN aislado.

5. Transcripcion reversa (RT)
La técnica RT-PCR consiste en la sintesis de una cadena complementaria de ADN (ADNCc)
a partir de una secuencia de ARN por medio de la enzima transcriptasa reversa (RT). La RT
se llevd a cabo empleando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), para lo cual se sigui6 el procedimiento sugerido por el fabricante. A partir de
las concentraciones obtenidas de ARN purificado se prepararon tubos de reaccion de 9 pl
cada uno para obtener una concentracion final de 2 pg de ARN por condicion, a cada tubo

de reaccion se les agregaron los siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
Buffer RT 2 ul
dNTPs 0.8 ul
Random primers 2 ul
Reverse transcriptase 1l
MULL
H,O 3.2ul

El volumen final de reaccion de cada tubo fue de 20 pl, por lo que los 11 faltantes fueron
complementados con ARN llegando a una concentracién de 2 ug por tubo y agua libre de
RNAsas. Los tubos de reaccion se colocaron en un termiciclador y se aplico el siguiente
protocolo: 10 minutos a 25°C, dos horas a 37 °C, 10 minutos a 85°C y finalmente a 4°C. El

ADNCc resultante debe mantenerse almacenado a -20°C.
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Una vez obtenido el ADNc, es amplificado “n” veces por medio de la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR).

6. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)



Finalizada la RT, se procedi¢ a realizar la PCR. El disefio de los oligonucleotidos se realizo
con el software proporcionado en internet por la empresa IDT-DNA y SIGMA-ALDRICH.
Para llevar a cabo la PCR se utilizo el kit comercial Thermo Scientific Dream Tagq PCR
Master Mix®, el cual cosiste en una solucion lista para usar que contiene Dream Taq™,

DNA polimerasa, un buffer optimizado Dream Tq, MgCly dNTPs.

Caracteristicas generales de los iniciadores:

Oligonucleotidos Secuencia (5°23°) Tm (C°) Tamano
esperado
Nav 1.5 Forward ACGGCACCTCTGATGTGTTACTGT 67.8 393 pb
Nav 1.5 Reverse TGAGGGCCTCGTGTTCTTTCTTGA 71.7 393 pb
Na*/H" (NHE-1) Forward TCTCTTCCCACTTGCTGACCCTTT 60.2 443 pb
Na'/H" (NHE-1) Reverse | AACCTATCTTCATGAGGCAGGCCA 60.2 443 pb
TNFR-1 Forward ACCAAGTGCCACAAAGGAAC 63.9
TNFR-1 Reverse CTGCAATTGAAGCACTGGAA 64.0
TNFR-2 Forward TTCGCTCTTCCAGTTGGACT 63.9
TNFR-2 Reverse CACCAGGGGAAGAATCTGAG 63.6
IL-6R Forward CGCTGAGACAGAGACCATTTAG 62.8 474 pb
IL-6R Reverse GGACGTGCTGTGAGATAATAGAG 61.6 474 pb
gp130 Forward GTCTGGGTAGAAGCAGAGAATG 61.8 679 pb
gp130 Reverse GAAAGTCACAGGCAGGGATAG 62.6 679 pb
b-Actina Forward CAAAGACCTGTACGCCAACAC 64.4
b-Actina Reverse CATACTCCTGCTTGCTGATCC 63.7
Para la PCR se prepararon Reactivo Cantidad  {pos de reaccion
de 20 pl con los siguientes 10ul reactivos:

Forward primer 1pl




Agua libre de nucleasas 6 ul

La PCR consta de tres fases:

a) Desnaturalizacion de ADNCc: la cual consiste en la separacion de las dos hebras del
ADN, para ello se calientan las muestras a 94°C durante 30 segundos

b) Alineacion de los oligonucleotidos: la temperatura desciende de tal manera que los
oligonucledtidos forward y reverse se alinean a sus secuencias complementarias, la
temperatura que se utiliza en esta etapa es dependiente de la temperatura de
alineamiento de cada oligonucleétido (Tm), esta fase tiene una duracion de 30
segundos.

c) Extension: la temperatura aumenta a 72°C por un minuto con el objetivo de que la

Taq polimerasa se una a cada iniciador y se sintetice una nueva cadena de ADN.

Estos pasos se repitieron durante 30 ciclos para obtener millones de copias del fragmento
de interés. La PCR realizada fue en modalidad semi-cuantitativa, es decir, los niveles de
expresion de cada ARN estudiado fueron normalizados respecto a la expresion de un ARN

constitutivo, en este caso, -actina.

7. Electroforesis
Una vez concluido el programa de PCR, se realizo la separacién electroforética de los
productos obtenidos, en geles de agarosa al 1.2%, preparados de la siguiente manera: en 50
ml de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) se disolvieron 0.6 g de agarosa y se agregaron 4 pl
de Bromuro de Etidio (BrEt).



Las muestras cargadas en el gel se corrieron en buffer TAE a 65 V durante 90 minutos para
separar los amplicones de acuerdo a su tamafio y posteriormente visualizarlos y adquirir la
imagen respectiva en un documentador de geles (ChemiDoc, Bio-Rad). La densitometria de

las bandas se realiz6 por medio del software Image J.

8. Ensayo de migracion “Transwell” en cimara de Boyden
Las células MDA-MB231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que alcanzaron
una confluencia del 50-60% se recambio6 el medio de cultivo y se dio inicio al tratamiento
de las células con IL-6 20nM y con TNF-a 5nM por 48 horas. Transcurrido el tiempo de
tratamiento se retird el medio de cultivo y se realizaron dos lavados agregando 2 ml. del
buffer de fosfatos PBS en cada pozo, posteriormente se agregaron 500 pl de tripsina y se
incubaron por 5 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se afiadieron 1000pl de medio de
cultivo libre de suero teniendo un volumen total de 1500 ul por pozo, de este volumen se

retiraron 400 pl para el conteo celular utilizando el contador automatico celular Scepter®.

El ensayo de migracion se realizd en placas de 24 pozos con membranas celulares o
insertos de tereftalato de polietileno con poros de 8um de diametro. Al compartimento
superior se agregaron 100 pl de suspension celular (30,000 células) y 200 pl de medio libre
de suero, al compartimento inferior se adicionaron 750 pl de medio de cultivo
suplementado con 3% de suero fetal bovino (FBS) el cual funciona como quimioatrayente.

Las células fueron incubadas en las cdmaras de migracién celular por 12 horas a 37°C, al
terminar el tratamiento, las células fueron removidas de la membrana del compartimento
superior y las células que migraron y se movieron al compartimento inferior fueron fijadas
con metanol-acetona y tefiidas con cristal-violeta. Para poder contar las células se tomaron
microfotografias de 5 campos aleatorios con el objetivo 10x en un microscopio de campo
claro y una camara modelo c10 plus Jenoptick, empleando el programa pro 2.1; las

imagenes son posteriormente analizadas con el programa Image J.
Ensayo de inmunoflorescencia

Se sembraron células MDA-MB-231 sobre crubreobjetos en placas de 6 pozos y una vez
que las células alcanzaron una confluencia del 50% aproximadamente, se realizaron

lavados con PBS sobre las células, después se llevo a cabo el proceso de fijacion para el



cual se prepar6 un buffer de fijacion el cual contiene una solucion de PHEM (que contiene
PIPES, HEPES, EGTA y MgS0O,) y paraformaldehido al 37%, la fijacion se llevo a cabo
durante 10 minutos en bamboleo constante, después de ese tiempo se realizaron 3 lavados
de cinco minutos cada uno con PBS. Las células se permeabilizaron con una solucién de
Triton X-100 al 0.1% por 15 minutos, posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos
con PBS. Despueés las células se pusieron en contacto con una solucion bloqueadora, la
cual contiene gelatina y suero fetal bovino, durante dos horas, luego de este tiempo se
aplicé el anticuerpo primario monoclonal de raton IgG; Na* CP type Vo de Santa Cruz
Biotechnology® el cual se diluyd en solucion bloqueadora para tener una dilucién 1:200,
las células se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche, al dia siguiente se
realizaron 3 lavados de cinco minutos cada uno con PBS. Luego de los lavados las células
se incubaron por dos horas con el anticuerpo secundario goat anti-rabbit 19G, Alexa Fluor®
647 conjugado. Terminado el tiempo de incubacion se realizaron tres lavados con PBS y se

incubaron con solucién Hoechst a una concentracion de 0.5 pg/ml por 20 minutos.
Anélisis estadistico

Los experimentos realizados en este trabajo fueron repetidos al menos cinco veces, y los
datos obtenidos se presentan como la media aritmética + el error estandar de la media. El
analisis estadistico y las gréficas se realizaron con el software SigmaPlot 11.0.

En el estudio del efecto de IL-6 y TNF-a sobre la capacidad proliferativa y migratoria de
las células, asi como en la evaluacion del efecto de estas mismas citocinas sobre el cierre de
herida de las células y sobre la expresion del ARNm de la subunidad Nav 1.5 del canal de
sodio dependiente de voltaje y del intercambiador de sodio y protones NHE-1, se utiliz6 la
prueba de t de Student para comparar las medias de los tratamientos con el control, para
esta prueba se considerd un valor de significancia menor de 0.05 (p<0.05). Esta prueba fue
seguida de una prueba aplicada para dos muestras independientes denominada prueba de
Mann-Whitney.



RESULTADOS

El Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6) no afectan la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231.

Por medio del conteo celular con el citometro de flujo portable Scepter® se encontré que
las células MDA-MB-231 tratadas con TNF-a a una concentracion de 5nM 6 1L-6 20nM
por 24, 48 y 72 horas, no sufren cambios en su capacidad proliferativa, ya que la
disminucion en la cantidad de células no es significativa para ninguno de los tratamientos
con respecto a la condicion control. La figura 1a, muestra la grafica con los resultados
obtenidos luego del conteo celular de las células tratadas con IL-6 20nM y TNF-a 5nM por
24 horas. La figura 1b muestra la gréafica con los resultados obtenidos luego del conteo
celular de las células tratadas con IL-6 y TNF-a por 48 horas. La figura 1¢c muestra la

gréfica de las células tratadas con las citocinas ya mencionadas por 72 horas.

Células tratadas por 24 horas
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Figura la. Gréfica que muestra la ausencia de efecto del TNF-a e IL-6 sobre la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231, tratadas por 24 horas. El
andlisis estadistico mediante la prueba de t de Student, demuestra que no existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos y la condicion
control. Resultados obtenidos mediante conteo celular.



Células tratadas por 48 horas
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Figura 1b. Grafica que muestra la ausencia de efecto del TNF-a e IL-6 sobre la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231 tratadas por 48 horas. El
analisis estadistico mediante la prueba de t de Student, demuestra que no existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos y la condicién
control. Resultados obtenidos mediante conteo celular.

Células tratadas por 72 horas
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Figura 1c. Gréfica que muestra la ausencia de efecto del TNF-o e IL-6 sobre la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231 tratadas por 72 horas. El
andlisis estadistico mediante la prueba de t de Student, demuestra que no existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos y la condicion
control. Resultados obtenidos mediante conteo celular.



Interleucina 6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) aceleran la velocidad
de cierre de herida de las células MDA-MB-231.

Se evalué de forma cualitativa y semicuantitativa la capacidad migratoria de las células
MDA-MB-231. Después de ser sometidas al ensayo de herida las células se pre- trataron
con IL-6 a la concentracion de 20nM por 24 y 48 horas; en una placa distinta las células se
pre-trataron con TNF-a a la concentracion de 5 nM por 24 y 48 horas. Luego de 12 horas
de tratamiento se observo una clara disminucion del area de la herida, las células tratadas
con IL-6 y con TNF-a aceleran de forma significativa la velocidad de cierre de herida. Las
figuras 2a y 3a muestran la disminucion del &rea de la herida luego de que las células

fueron tratadas por 24 y 48 horas, siendo mayor el cierre a las 48 horas.

Mediante el uso del programa Imagel las imagenes fueron analizadas de forma
semicuantitativa asignandole un valor numérico al tamafio de la herida; se midi6 el area de
varias zonas de la herida y se hizo una normalizacion de los datos, con los que se
obtuvieron las graficas de las figuras 2b y 3b; en ellas se observa que las células MDA-MB-
231 estimuladas con IL-6 y TNF-a aumentan su capacidad migratoria reduciendo el tamafio

de la herida.
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Figura 2. TNF-a acelera la velocidad de cierre de herida de las células MDA-MB-231. a) Microfotografia a 4x de un
campo aleatorio de la herida realizada sobre la monocapa de células MDA-MB-231, condicién control, células tratadas con
TNF-o a una concentracion de 5nM por 24 horas y células tratadas bajo la misma condicion de tratamiento por 48 horas. b)
Anélisis semicuantitativo de la disminucion del area de la herida, una comparacion entre las células tratadas por 24 y 48 horas
con TNF-a 5nM revela diferencias significativas con relacion al control. n=5 **p<0.005.
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Figura 3. IL-6 acelera la velocidad de cierre de herida de las células MDA-MB-231. a) Microfotografia a 4x de un campo
aleatorio de la herida realizada sobre la monocapa de células MDA-MB-231, condicion control, células tratadas con TNF-a a
una concentracion de 5nM por 24 horas y células tratadas bajo la misma condicién de tratamiento por 48 horas. b) Analisis
semicuantitativo de la disminucion del area de la herida, una comparacion entre las células tratadas por 24 y 48 horas con IL-6
20nM revela diferencias significativas con relacién al control. n=5 **p<0.005.



Interleucina 6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) exacerban la
capacidad migratoria de las células MDA-MB-231

Mediante la técnica de ensayo de migracion en cdmara de Boyden se evaluo el efecto de
TNF-o e IL-6 sobre la capacidad migratoria de las ceélulas MDA-MB-231. Se observo que
IL-6 a una concentracion de 20nM incrementa la capacidad migratoria de las células a las
24 y 48 horas de tratamiento.
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Figura 5. El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) exacerba la capacidad migratoria de las
células MDA-MB-231. Analisis cuantitativo de las células que migraron a través de la membrana en
la camara de Boyden, una comparacién entre las células tratadas por 24 horas y 48 horas con TNF
5nM revela diferencias significativas con relacion al control. n=5 ***p<0.001

Las cé
IL-6

Para a
(TNF-a) se encuentran mediando los efectos encontrados sobre la capacidad migratoria y
proliferativa de las células MDA-MB-231, se realiz6 extraccion de ARN de dicha linea
celular y se llevaron a cabo reacciones de PCR para determinar si las células MDA-MB-
231 expresan el ARNm que codifica para el receptor a TNF-a y a IL-6. Como se menciono
anteriormente, el TNF-a media sus acciones a travées de dos tipos de receptores el TNFR-1
y el TNFR-2, en las células MDA-MB-231 el receptor que se encuentra expresado es el tipo
1y no asi el tipo 2, la figura 6 muestra el corrimiento del ADN sintetizado a partir de las
células MDA-MB-231 vy la identificacion de la banda de 263 pb que corresponde a la
extension del oligonucledtido para el receptor TNFR-1, la banda que corresponde al TNFR-
2 no se presenta. En caso del receptor a IL-6, se sabe que este esta formado por el receptor
IL-6R cuyo ARNmM se identificé por el tamafio de 474 pb y la subunidad gp130 cuya

tamario de banda esperado fue de 679 pb.

TNFR-1TNFR-2 MP

gp130 IL-6R MP

500 pb
263 pb

Figura 6. Expresién de ARNm que codifica para los receptores de TNF-a, TNFR-1y TNFR-2, y
para el receptor de IL-6, formado por la subunidad gp130 y el receptor IL-6R. Mediante extraccion
del ARNm de las células MDA-MB-231 vy la realizacion de retrotranscripcion seguida de PCR, se
lograron amplificar secuencias especificas para el receptor TNFR1, TNFR2, IL-6R y la subunidad gp130,
el andlisis realizado fue de tipo cualitativo.



Las células MDA-MB-231 expresan el ARNm que codifica para la subunidad Na,1.5
del canal de sodio dependiente de voltaje.

Con el proposito de identificar la presencia de la subunidad alfa del canal de sodio en las
células MDA-MB-231, se llevé a cabo el método de RT-PCR para identificar la expresion
de dos de las subunidades cuya presencia se ha confirmado en cancer de mama. Los
resultados muestran la expresion de la subunidad Na,1.5 del canal de sodio y no asi la de la
subunidad Na,1.7. La figura 7 muestra la evidente expresion del ARNm de la subunidad
Na,1.5 del canal de sodio, cuyo amplicén es de 393 pb y se observa que la subunidad

Na,1.7 no se expresa en las células MDA-MB-231.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ADNc — + - +
Nav 1.5 + + — —
Nav 1.7 — — + +

393 pb
343 pb




Las cé

Figura 7. Las células MDA-MB-231 expresan el ARNm de la subunidad Nav 1.5 del canal de
sodio dependiente de voltaje. Mediante la extraccién del ARNm de las células MDA-MB-231
seguida de retrotranscripcion y PCR se identifico la presencia del ARNm de la subunidad Nav 1.5
del canal de sodio dependiente de voltaje. Se realizaron cuatro reacciones de PCR, en la primera
reaccion se agregan todos los reactivos para la PCR y los primers para Nav 1.5, a excepcion del
ADNCc de las células MDA-MB-231 (carril 2), en la segunda reaccion se agregan todos los
reactivos incluyendo el ADNc y los primers para Nav 1.5 (carril 3), en la tercera reaccion se
agregan todos los reactivos para la PCR y los primers para Nav 1.7, a excepcion del ADNc de las
células MDA-MB-231(carril 6), en la cuarta reaccion se incluyen todos los reactivos de la PCR,
asi como los primers para Nav 1.7 y el ADNc de las células. En los carriles 1, 5y 9 se carga el
marcador de peso molecular, siendo la banda méas densa de 500 pb.

sodio dependiente de voltaje.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia se logrd identificar la forma proteica de la
subunidad alfa Nav 1.5 del canal de sodio dependiente de voltaje. En la figura 8 se
muestran los resultados obtenidos tras los ensayos de inmunoflorescencia, la localizacion
del ndcleo mediante la tincion con el reactivo Hoechst, la inmunodeteccion de los canales
de sodio mediante el marcaje con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 647 y el “merged”
realizado de para apreciar la combinacion de ambos.




Figura 8. Fotografias representativa de los ensayos de inmunoflorescencia realizados en las células
MDA-MB-231. a) Tincion de los nucleos de las células MDA-MB-231 mediante el colorante fluorescente
Hoechst, b) Células tratadas con el anticuerpo primario contra la subunidad Nav 1.5 del canal de sodio y
después con el anticuerpo secundario Alexa-Fluor 647 para su inmunodeteccion, ¢) Solapamiento de las
imagenes a y b para la identificacion simultanea del nicleo celular y la presencia de la expresién proteica
de las subunidad alfa Nav 1.5 en las células MDA-MB-231.

El Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) Induce el aumento en la expresion del
ARNmM de la subunidad Na,1.5 del canal de sodio y del intercambiador de Na*/H"
(NHE-1).

Los resultados de los ensayos de RT-PCR mostraron que las células MDA-MB-231
tratadas con TNF-a a la concentracion de 5nM por un tiempo de 24 y 48 horas presentan un
aumento en la expresion del ARNm de la subunidad alfa Nav 1.5 y el intercambiador NHE-
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TTX inhibe el efecto de IL-6 y TNF-a sobre la capacidad migratoria de las células
MDA-MB-231.

Los ensayos de migracion en camaras de Boyden demuestran que las células tratadas con
TNF-a 5nM e IL-6 20nM por 48 horas incrementan su capacidad migratoria en
comparacion con las células control (sin tratamiento). Sin embargo, cuando los tratamientos
con TNF-a ¢ IL-6 se llevan a cabo en presencia de TTX a una concentracion de 10uM la
capacidad migratoria de las células MDA-MB-231 disminuye de forma significativa.
Ademas se realizaron tratamientos Gnicamente con TTX a una concentracion de 10uM y no

se observaron cambios significativos en comparacion con las células control.
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